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II. Abkürzungsverzeichnis  
 
%   Prozent 
°C   Grad Celsius       
Abb.   Abbildung 
BDNF   engl. brain-derived neurotrophic factor 
Bzw.   beziehungsweise  
CD4   engl. Cluster of differentiation 4 
CT   Computer-Tomographie  
Cup   Cuprizone 
DAB   Diaminobenzidin  
DMT   engl. Disease Modifying Therapy 
EAE   Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 
EBV   Epstein-Barr-Virus 
EDSS   engl. Expanded Disability Status Scale 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
engl.   Englisch 
et al.    et alia 
g   Gramm 
HE-Färbung  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
HIER   engl. Heat induced epitope retrieval 
HLA   engl. Human leukocyte antigen 
IBA1   engl. Ionized calcium binding adaptor molecule 1 
IgG   Immunglobulin G 
l   Liter 
Laq   Laquinimod 
lCC   laterales Corpus callosum 
LFB   engl. Luxol fast blue  
MBP   Basisches Myelinprotein (engl. Myelin basic protein) 
mCC    mediales Corpus callosum 
mg   Milligramm 
MHC   engl. Major Histocompatibility Complex 
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min   Minute 
ml   Milliliter 
MOG   Myelin-Oligodendrozyten-Protein 
MRT   Magnetresonanztomografie  
MS   Multiple Sklerose 
NAGM   engl. Normal appearing grey matter 
NAWM  engl. Normal appearing white matter 
OR   engl. Odds-Ratio 
PAS   Periodsäure-Schiff-Reaktion 
PBS   Phosphatpufferlösung (engl. Phosphate buffered saline) 
PET   Positron-Emissions-Tomographie  
PLP   Proteolipid-Protein 
PPMS   primär progrediente MS (engl. Primary progressive MS) 
pScx   Primär Somatosensorischer Kortex  
PTX   Pertussis Toxin  
PVC   perivaskuläres Infiltrat (engl. Perivascular cuff) 
ROI   engl. Region of interest 
RRMS   schubförmig-remittierende MS (engl. Relapsing-remitting MS) 
R215   Region 215 nach Sidman et al. 
R265   Region 265 nach Sidman et al.  
Sek   Sekunde  
SEM   Standardfehler (engl. Standard Error of the Mean) 
SPMS   sekundäre-progrediente MS (engl. Secondary-progressive MS) 
Tab.   Tabelle 
TMEV   Theiler-Murin-Enzephalomyelitis-Virus 
Veh   Vehikel 
ZNS   Zentrales Nervensystem  




1 Einleitung  
 
1.1 Die Multiple Sklerose 
 
Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS) und 
zählt zu den häufigsten entzündlich neurologischen Erkrankungen bei jungen Erwachsenen. 
Die Erkrankung ist gekennzeichnet durch fokale Läsionen in der weißen und grauen Substanz 
(Stadelmann et al., 2011, Kipp et al., 2012b). Das pathologische Korrelat zu diesen Läsionen 
sind Inflammation, Demyelinisierung, Mikrogliose, Astrogliose und axonaler Schaden 
(Ferguson et al., 1997, Benn et al., 2001, Bauer et al., 2001, Kipp et al., 2017).  
 
1.1.1 Relevanz der Erkrankung 
 
MS ist der häufigste Grund für nichttraumatische neurologische Defizite bei jungen 
Erwachsenen weltweit. Hauser et al. zeigten, dass etwa 50 % der Patienten nach einer 
mittleren Krankheitsdauer von 15 Jahren eine Gehhilfe benötigen, 70 % der MS Patienten in 
täglichen Aktivitäten eingeschränkt sind und 75 % nicht arbeitsfähig sind (Hauser and 
Oksenberg, 2006). Bei MS Patienten besteht allerdings eine nur leicht reduzierte 
Lebenserwartung, 88 % der Patienten überleben 40 Erkrankungsjahre. Weinshenker et al. 
veröffentlichten, dass nur 1,5 % der Patienten während des Beobachtungszeitraums an den 
Folgen ihrer Erkrankung verstarben (Weinshenker et al., 1989). Sadovnick et al. zeigten, dass 
viele MS Patienten unter Depressionen leiden, die bei 28,6 % der Patienten zu Selbstmord 
führten. Diese Suizidrate ist 7,5-fach so hoch wie in der gleichen Altersgruppe der 
Normalbevölkerung (Sadovnick et al., 1991). Daraus ergibt sich eine große medizinische, 




Die Prävalenz von MS variiert deutlich in Abhängigkeit von genetischer Prädisposition und 
Umweltfaktoren zwischen unterschiedlichen Regionen und Populationen (Abb. 1). Kurtzke et 
al. teilten Regionen mit niedriger Prävalenz (< 5 / 100000 Einwohner), mittlerer Prävalenz (5-
30 / 100000 Einwohner) und hoher Prävalenz (> 30 / 100000 Einwohner) ein. 
Kurtzke et al. zeigten zusätzlich, dass alle Regionen mit mittlerer und hoher Prävalenz an Orten 
mit weißer Population zu finden sind und die Prävalenzrate bei Menschen anderer Ethnien 
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deutlich geringer ist (Kurtzke, 1991). Europa, Nordamerika und Australien sind Gegenden mit 
hohen Prävalenzraten; die höchsten Raten in Europa wurden in Skandinavien und 
Großbritannien erhoben. Die niedrigste Prävalenz zeigte sich in Japan, China, Zentralafrika und 
Lateinamerika.  
Es ist bekannt, dass die Prävalenzraten einem Gradienten folgen, wobei die Erkrankung in 
Äquatornähe selten ist und in Richtung der Pole zunimmt (Browne et al., 2014). Folglich 
könnte eine geringere Sonnenlichtexposition bzw. ein geringerer Vitamin-D Spiegel 
Auswirkungen auf die Prävalenz von MS haben (Grant, 2006). Aus den Daten des MS Atlas 
zeigt sich, dass etwa die Hälfte der MS Erkrankten aus Europa stammt (Federation, 2020). In 
Deutschland beträgt die Prävalenz etwa 128/100.000 Einwohner und die Inzidenz 8/100.000 
Einwohner/Jahr. Die Erkrankung wird weitaus häufiger beim weiblichen Geschlecht 
diagnostiziert (2-3:1) und manifestiert sich meist zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr 
(Fasbender and Kolmel, 2008, Poser et al., 1989, Kipp and Beyer, 2009).  
Es wird vermutet, dass eine MS Erkrankung durch eine komplexe Wechselwirkung aus 
genetischer Prädisposition und verschiedenen Umweltfaktoren, wie Vitamin-D Konzentration, 
Infektionen, Nikotinexposition und Adipositas verursacht wird (Kucukali et al., 2015, Gourraud 
et al., 2012). Um den Einfluss der Umweltfaktoren zu untersuchen, wurden Migrationsstudien 
durchgeführt. Diese zeigten, dass die Migration von einem Land mit hoher Prävalenz in ein 
Land mit niedriger Prävalenz zu einer geringeren Erkrankungswahrscheinlichkeit führt. 
Andererseits führte eine Migration von Menschen in Länder mit hoher MS Prävalenz zu 
keinem Anstieg der Erkrankungswahrscheinlichkeit (Alter et al., 1962, Dean, 1967, Elian and 
Dean, 1993).  
Abb. 1  „Multiple Sclerosis International Federation – Atlas of MS – 3rd Edition (September 2020).” Mit Erlaubnis 
der Multiple Sclerosis International Federation (Federation, 2020).  
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In Ländern mit hohen Prävalenzraten, wie Großbritannien und Schweden, wurden 
epidemiologisch-genetische Studien durchgeführt. Die schwedische Studie von Westerlind et 
al. zeigte, dass die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei monozygoten Zwillingspartnern mit MS 
Erkrankung bei 17,2 % und bei dizygoten Zwillingspartnern bei 1,92 % liegt (Westerlind et al., 
2014). Die genetische Prädisposition für MS ist mit den „Major Histocompatibility Complex“ 
(MHC) Genen, wie HLA-DRB1 und HLA-DQB, assoziiert (Lincoln et al., 2005, Oksenberg and 
Barcellos, 2005). Viele Gene dieser MHC-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der 
Regulierung, Entwicklung und Reifung von T-Zellen sowie weiteren immunologischen 
Prozessen (Dyment et al., 2004).  
Verschiedene Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen Humanen Herpesviren, wie 
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und MS-Erkrankungen. Patienten, die im Jugendalter an 
infektiöser Mononukleose erkrankt waren, haben ein erhöhtes relatives Risiko MS zu 
entwickeln und MS-Patienten sind häufiger EBV-seropositiv als die Normalbevölkerung 
(Handel et al., 2010, Fernandez-Menendez et al., 2016, Fierz, 2017). Hedstrom et al. zeigten, 
dass Menschen, die mindestens einmal in ihrem Leben geraucht haben, ein zu 50 % erhöhtes 
Risiko haben, an MS zu erkranken (OR 1,50, 95 % KI [1,4 - 1,6], ****p < 10-36) (Hedstrom et al., 
2013). Diese genannten Prädilektionsfaktoren stellen nur einen kleinen Teil der komplexen 




Das pathologische Korrelat der MS sind Plaques mit Verlust von Myelin, axonalem Schaden, 
Mikrogliose, Astrogliose und Inflammation. Die Prädilektionsstellen dieser 
demyelinisierenden Plaques sind der Nervus opticus, die periventrikuläre weiße Substanz, der 
Hirnstamm, das Kleinhirn und das Rückenmark; das periphere Nervensystem ist nicht 
betroffen. Die Plaques befinden sich meist in Nähe von mittelgroßen Gefäßen mit 
perivaskulären, wie auch diffus infiltrierenden Immunzellen (Kipp et al., 2012b, Noseworthy 
et al., 2000a, Stadelmann et al., 2011).   
Die zwei Kennzeichen der Pathophysiologie der MS sind Inflammation und 
Neurodegeneration. Wie in Abb. 2 dargestellt wurde im Rahmen von Studien untersucht, ob 
die Autoimmunität oder die Neurodegeneration am Anfang der Pathogenese der MS steht 
(Oksenberg and Barcellos, 2005, Tsunoda and Fujinami, 2002, Stys et al., 2012). Einige Studien 
unterstützen die Hypothese, dass es primär durch eine Dysregulation des Immunsystems zur 
Migration von peripher getriggerten Myelin-reaktiven T-Zellen in den perivaskulären Raum 
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des ZNS kommt. Durch die Präsentation von Myelinfragmenten auf Antigen präsentierenden 
Zellen, kommt es zur Ausschüttung von Zytokinen sowie Chemokinen und folglich zur 
Aktivierung von residenten Mikrogliazellen und Erhöhung der Permeabilität der Blut-Hirn-
Schranke. Aktivierte Makrophagen und T-Zellen führen zum Abbau von Myelin und 
inflammatorischen Läsionen („Outside-In-Hypothese“) (Lucchinetti et al., 2000, Maggi et al., 
2014, Frischer et al., 2009, Lassmann, 2018). Im Gegensatz dazu besagt die „Inside-Out-
Hypothese“, dass es primär zu einer intrinsischen Zytodegeneration der Oligodendrozyten 
und des Myelins kommt. Durch die Apoptose der Oligodendrozyten werden autoantigene 
Fragmente wie basisches Myelinprotein (MBP) freigesetzt, welche sekundär eine Rekrutierung 
von Lymphozyten ins ZNS triggern (Barnett and Prineas, 2004, Trapp and Nave, 2008, Stys et 
al., 2012, Locatelli et al., 2012, Scheld et al., 2016, van Horssen et al., 2012, Baxi et al., 2015).  
In beiden Entstehungsmechanismen führen immunologische Prozesse in Form von 
einwandernden Immunzellen während der Erkrankung zu Gewebeschäden im ZNS. Es zeigte 
sich, dass CD8+-T-Zellen eine zentrale Rolle bei den immunologischen Reaktionen spielen 
(Mars et al., 2011, Jacobsen et al., 2002). Ein Zusammenspiel von zytotoxischen T-Zellen, 
Makrophagen, Komplementaktivierung, Verlust der Blut-Hirn-Schranke und freien Radikalen 
führt dann zu Inflammation. In der Magnetresonanztomographie (MRT) zeigen sich 
phagozytierende Makrophagen in Form von Gadolinium Anreicherung, Demyelinisierung in 
Form von T2-Hyperintensität und axonaler Schaden in Form von „black holes“ als T1-
Hypointensität (Barkhof and van Walderveen, 1999, Galea Ingo, 2007).  
Abb. 2  Hypothesen über den Entstehungsmechanismus von MS; „Outside-In-Hypothese“ vs. „Inside-Out-
Hypothese“. Abbildung modifiziert nach Stys et al. 2012.  
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Die weiße Substanz von MS Patienten enthält diffusen Gewebsschaden mit radiologischen und 
histologischen Auffälligkeiten. Sie wird in MS-Patienten als  „normal appearing white matter“ 
(NAWM) bezeichnet (Allen and McKeown, 1979). Kernspintomografisch zeichnet sich die 
NAWM durch verminderte „Magnetization Transfer Ratio“ (MTR) (Demyelinisierung), 
vermehrte Wasseranreicherung (Ödeme) und vermindertem N-Acetylaspartat in der 
Spektroskopie (axonaler Schaden) aus (Barkhof and van Walderveen, 1999, Fu et al., 1998). 
Neuere Studien zeigten, dass neben der weißen Substanz auch die graue Substanz in 
kortikalen und subkortikalen Regionen von Demyelinisierung betroffen sind (Di Filippo et al., 
2018, Kipp et al., 2012b, Schmierer et al., 2018, Lucchinetti et al., 2011, Geurts and Barkhof, 
2008). Diese Läsionen in der grauen Substanz sind aufgrund ihrer geringen Größe und 
niedrigem Kontrast zur „normal appearing grey matter“ (NAGM) schwierig in konventionellen 
MRT-Sequenzen (T2 und FLAIR) zu identifizieren (Seewann et al., 2011, Nelson et al., 2008, 
Filippi et al., 2019). Fisher et al. und  Agosta et al. zeigten, dass Läsionen in der grauen Substanz 
mehr mit dem Fortschreiten der körperlichen Behinderung und kognitiven Einschränkungen 
korrelieren als Läsionen in der weißen Substanz (Fisher et al., 2008, Agosta et al., 2006). 
Kortikale Atrophie wurde in frühen Krankheitsstadien beschrieben (Dalton et al., 2004) und 
findet möglicherweise unabhängig von Pathologien in der weißen Substanz und Inflammation 
durch Leukozyten (Bo et al., 2003) statt. Diese Beobachtungen könnten daraufhin weisen, dass 
in manchen Fällen die frühsten pathologischen Vorgänge in der kortikalen grauen Substanz 
konzentriert sind und diese den inflammatorischen Prozess triggern (Pirko et al., 2007, 
Kutzelnigg and Lassmann, 2005).  
ZNS Läsionen werden über verschiedene MS Klassifikationssysteme, wie zum Beispiel das 
Bö/Trapp System, das De Groot/van der Valk System, das Lucchinetti/Lassmann/Brück System 
und das Vienna Konsensus System, eingeteilt (Bo et al., 1994, van der Valk and De Groot, 2000, 
Lucchinetti et al., 2000). Die neuste Klassifikation von Kuhlmann et al. berücksichtigt das 
Vorhandensein/Fehlen und die Verteilung von Makrophagen/Mikrogliazellen (Inflammation) 
sowie das Vorhandensein/Fehlen von akuter Demyelinisierung. Es werden aktive, gemischt 
aktive/inaktive und inaktive Läsionen unterschieden. Aktive und gemischt aktive/inaktive 
Läsionen können weiter in demyelinisierende Läsionen mit akuter Myelinzersetzung 
(basisches Myelinpeptid (MBP) und Proteolipid-Protein (PLP) im Zytoplasma von 
Makrophagen) und post-demyelinisierende Läsionen mit stattgefundener Myelinzersetzung  
(kein MBP und PLP im Zytoplasma von Makrophagen) eingeteilt werden. Läsionen mit 
vermehrter perivenöser und parenchymaler Infiltration von CD68+-T-Zellen und 
Mikrogliazellen bzw. schaumzelligen Makrophagen durch die komplette Läsion werden als 
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aktive Läsionen bezeichnet. Am häufigsten werden aktive Läsionen in Patienten mit neu 
diagnostizierter MS-Erkrankung und/oder in Patienten mit schubförmig-remittierender MS 
(RRMS) beobachtet. Gemischt aktive/inaktive Läsionen kennzeichnen sich durch ein 
hypozelluläres Läsionszentrum und viele aktivierte Mikrogliazellen im Randsaum der Läsion. 
Diese Läsionstypen sind häufig bei Patienten mit einem Krankheitsverlauf von mindestens 
zehn Jahren oder einem sekundär progressiven Krankheitsverlauf zu finden. Inaktive Läsionen 
kennzeichnen sich durch ein hypozelluläres Bild mit wenigen T-Zellen und Mikrogliazellen. 
Diese Läsionen zeigen sich in Patienten mit einem Krankheitsverlauf über mindestens 15 
Jahren und in Patienten mit einem sekundär progressiven Krankheitsverlauf ohne 
Krankheitsschübe (Kuhlmann et al., 2017).  
In den vergangenen Jahren wurde vermehrt eine Korrelation zwischen axonalem Schaden in 
Form von Gehirnatrophie und hypointensen T1-gewichteten MRT Läsionen und dem Grad des 
neurologischen Defizits bei MS Erkrankten beobachtet (Grimaud et al., 1999). Eine frühere 
Studie von Kuhlmann et al. zeigte, dass axonaler Schaden in frühen MS Läsionen häufig ist und 
im Laufe der Krankheit abnimmt. Potentiell axonprotektive Therapien während frühen 
Krankheitsstadien wirken sich positiv auf den Krankheitsverlauf aus (Kuhlmann et al., 2002). 
Prineas et al. detektierten dünn PLP- und MBP-positiv myelinisierte Axone mit kurzen 
Internodien in aktiven MS Läsionen. Dadurch wurde die Hypothese aufgestellt, dass 
Remyelinisierung in frühen akuten MS Läsionen stattfindet (Prineas et al., 1993). Goldschmidt 
et al. untersuchten 52 MS Biopsien (frühe MS Läsionen) und 174 Läsionen von 36 Autopsien 
(chronische MS Läsionen). Es zeigte sich, dass Remyelinisierung signifikant häufiger in frühen 
MS Läsionen als in späten MS Läsionen stattfindet (80,7 % vs. 60 %) (Goldschmidt et al., 2009).  
 
1.1.4 Verlaufsformen und Symptome 
 
Je nach Lokalisation und Größe der entzündlichen Läsion kommt es durch eine gestörte 
Erregungsleitung der Neurone zu unterschiedlichen klinischen Symptomen, die das variable 
Krankheitsbild der MS prägen. Prädilektionsstellen für entzündliche Läsionen sind 
Rückenmark, Kleinhirn, Hirnstamm sowie das juxtakortikale und periventrikuläre Marklager, 
welche zu sensorischen, motorischen, autonomen oder kognitiven Defiziten führen können 
(Noseworthy et al., 2000a, Confavreux and Vukusic, 2006). Die Erkrankung kann sich in 
benignen und malignen Verlaufsformen manifestieren, somit ist der individuelle Verlauf nicht 
vorhersehbar (Disanto et al., 2010, Zettl et al., 2012). 
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Die Erkrankung beginnt häufig mit dem Auftreten von Doppelbildern, 
Augenmotilitätsstörungen, Sensibilitätsstörungen, Schwäche einer Extremität oder Ataxie. 
Diese initialen klinischen Symptome, die nicht die diagnostischen Kriterien der MS erfüllen, 
werden als klinisch isoliertes Syndrom bezeichnet. Wie Abb. 3 zeigt, werden insgesamt drei 
Verlaufsformen unterschieden: RRMS‚ SPMS & PPMS (Lublin and Reingold, 1996). Bei 85 % 
der MS Patienten manifestiert sich die Erkrankung am Anfang in Form von Schüben 
neurologischer Defizite, die sich anfangs meist komplett und im späteren Verlauf nur noch 
teilweise zurückbilden (RRMS). Bei einem Großteil dieser Patienten geht der schubförmig-
remittierende Verlauf in einen sekundär-progredienten Verlauf mit chronisch schleichender 
Verschlechterung der Symptome über (SPMS). Bei 15 % der MS Patienten manifestiert sich die 
Erkrankung primär progredient mit einer schleichenden Progression der neurologischen 
Defizite ohne erkennbare Krankheitsschübe (PPMS) (Hauser and Oksenberg, 2006, Kutzelnigg 
et al., 2005, Lublin et al., 2014). Es gibt Hinweise darauf, dass akute inflammatorische Läsionen 
das Gegenstück zu klinischen Schüben (RRMS) sind und chronisch diffuse Neurodegeneration 





Das internationale Gremium der MS Diagnose veröffentlichte 2001 die McDonald Kriterien als 
einheitliches Diagnosesystem. Um diese Kriterien zu erfüllen, muss eine räumliche und 
zeitliche Dissemination von Entzündungsherden vorliegen. Eine klinisch stumme Läsion liegt 
bei einem radiologischen Entzündungsherd ohne klinisches Korrelat vor (McDonald et al., 
Abb. 3  Klinische Verlaufsformen von MS. Abbildung modifiziert nach Lublin et al. 1996.  
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2001). Die neuste Überarbeitung der McDonald Kriterien integriert die Bestimmung der 
intrathekalen IgG Synthese im Liquor (Thompson et al., 2018). Die positiven oligoklonalen 
Banden werden als zusätzliche zeitliche Dissemination gewertet und ermöglichen eine frühe 
Diagnosestellung (Schwenkenbecher et al., 2019). Da die immunmodulierenden Therapien in 
der Frühphase einer RRMS die größte Wirkung erzielen und in der Lage sind, frühe 
neurologische Defizite und Krankheitsschübe zu reduzieren, ist eine frühe Diagnosestellung 
der RRMS von großer prognostischer Relevanz (Comi et al., 2009, Goodin et al., 2002).  
Zu den weiteren diagnostischen Mitteln zählen die neurologische Untersuchung, die 
elektrophysiologische Untersuchung von visuell evozierten Potenzialen und die Beurteilung 
von Läsionen in T2-gewichteten MRT Bildgebungen. Der Schweregrad der Behinderung wird 
mit dem von Kurtzke et al. entwickelten „Expanded Disability Status Scale“ (EDSS) angegeben. 
Die Ermittlung des Grades (0 - 10) erfolgt durch die Untersuchung von sieben funktionellen 
Systemen (FS): Hirnstamm, Kleinhirn, Sensorium, Pyramidenbahn, Blasen- und 




Die Therapie der MS ist abhängig von der Verlaufsform des individuellen Patienten. 
Grundsätzlich lässt sich eine Schubtherapie mit Corticosteroiden, eine immunmodulatorische 
Therapie und supportive Therapie mit physikalischer Medizin und Physiotherapie 
unterscheiden (Jacobs LD, 2001, Tubridy et al., 1999). Im Anfangsstadium der Erkrankung 
profitieren Patienten von einer immunmodulatorischen Therapie, die das periphere 
Immunsystem beeinflusst und so zu verminderter Schubfrequenz führt (Derfuss et al., 2020, 
Boster et al., 2017, Gholamzad et al., 2019).  
Bei fortgeschrittenen MS Stadien werden die neurologischen Defizite durch irreversiblen 
axonalen Schaden, lokale Entzündung des ZNS und chronische Aktivierung des angeborenen 
Immunsystems hervorgerufen. Die Inflammation durch die Einschwemmung von peripheren 
Immunzellen spielt in progressiven Krankheitsstadien eine geringere Rolle (Weiner, 2008). 
Diese Annahme wird durch den fehlenden Therapieeffekt von immunmodulatorischen 
Medikamenten in progressiven MS Stadien bestärkt (Compston and Coles, 2008). In diesen 
progressiven Krankheitsstadien gibt es bis heute nur unzureichend effektive Therapien 
(Panitch et al., 2004, Kapoor et al., 2018, Shirani et al., 2016). Eine aktuelle Studie von Kappos 
et al. zeigte erstmals einen signifikanten Effekt eines Immunmodulators auf progressive 
Krankheitsstadien (Kappos et al., 2018). 
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1.2 Laquinimod – Eine Therapieoption für RRMS & PPMS?  
 
Laquinimod gehört zu den „disease modifying therapies“ (DMTs), die in vier Untergruppen 
eingeteilt werden: (1) Inhibierung der Immunzelleinwanderung [Natalizumab,  Fingolimod], 
(2) Immunzellzerstörung [Alemtuzumab, Rituximab, Ocrelizumab], (3) Beeinflussung der 
Immunzellfunktion [Laquinimod, BG-12, Daclizumab], (4) Hemmung der Immunzellreplikation 
[Mitoxantron, Teriflunomid] (Bruck et al., 2013). 
Laquinimod, ABR-215062, ist ein oraler Immunmodulator im klinischen Test zur Therapie von 
RRMS und PPMS (Abb. 4). Das Molekül besitzt eine lineare Pharmakokinetik mit hoher 
Plasmaproteinbindung (> 98 %), hohe Bioverfügbarkeit (80-90 %), eine Halbwertszeit von 80 
Stunden und die Fähigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden. Laquinimod wird 
hauptsächlich von Zytochrom P450 3A4 metabolisiert und induziert Zytochrom P450 1A2 
(Bruck and Wegner, 2011, Varrin-Doyer et al., 2014). Die Struktur von Laquinimod ist eine 
Weiterentwicklung des oralen Immunmodulators Roquinimex, welcher antiinflammatorische 
Effekte in experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE) und in klinischen Studien 
zeigte. Die weitere klinische Forschung an Roquinimex wurde aufgrund von toxischen 
Wirkungen auf das kardiovaskuläre und pulmonale System eingestellt (Noseworthy et al., 
2000b). 
In präklinischen Studien führte Laquinimod einerseits zur Minimierung toxischer 
Demyelinisierung (Bruck et al., 2012, Kramann et al., 2016), Reduktion von 
Mikrogliaaktivierung (Mishra et al., 2014) und Verhinderung der Inflammation im EAE-Modell 
(Brunmark et al., 2002, Wegner et al., 2010, Schulze-Topphoff et al., 2012, Jolivel et al., 2013, 
Kaye et al., 2016, Varrin-Doyer et al., 2016, Yang et al., 2004). Andere Autoren beschrieben 
einen immunmodulatorischen Effekt von Laquinimod auf die exzitatorische und inhibitorische 
synaptische Erregungsleitung (Ruffini et al., 2013) und einen positiven Einfluss auf 
Remyelinisierung in EAE (Moore et al., 2013). Ob eine durch Laquinimod reduzierte 





Demyelinisierung sekundär zu weniger Immunzelleinwanderung führt, wurde noch nicht 
untersucht.  
In zwei multizentrischen, randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Phase II 
Studien führte eine tägliche Einnahme von Laquinimod (0,6 mg) zur Reduktion aktiver MRT-
Läsionen bei RRMS (Comi et al., 2008, Polman et al., 2005). Basierend auf diesen Ergebnissen 
wurden zwei multizentrische, randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte Phase III 
Studien (ALLEGRO & BRAVO) durchgeführt. In die Studien aufgenommen wurden 1988 
Patienten (Laquinimod: n = 983; Placebo: n = 1005) mit RRMS (Comi et al., 2012, Vollmer et 
al., 2014). 
In der ALLEGRO-Studie (engl. Assessment of Oral Laquinimod in Preventing Progression in 
Multiple Sclerosis) zeigte sich, dass die tägliche orale Einnahme von Laquinimod (0,6 mg) über 
24 Monate verglichen mit der Einnahme von Placebo zu einer geringeren kumulativen Anzahl 
an Gadolinium aufnehmenden und neuen oder größenprogredienten MRT T2 gewichteten 
Läsionen führt (1.33 ± 0.14 vs. 2.12 ± 0.22 und 5.03 ± 0.08 vs. 7.14 ± 0.07; ***p < 0.001 für 
beide Versuche). In Patienten mit Laquinimod-Behandlung wurde eine verminderte Schubrate 
(0.30 ± 0.02 vs. 0.39 ± 0.03, **p = 0.002) und eine verlangsamte Progression des 
neurologischen Defizits (11.1 % vs. 15.7 %; hazard ratio 0.64) festgestellt (Comi et al., 2012).  
Die BRAVO-Studie (engl. Benefit-Risk Assessment of Avonex and Laquinimod) randomisierte 
(1:1:1) 1331 Patienten mit RRMS im Alter von 18 - 55 Jahre in drei Gruppen (tägliche 0,6 mg 
Laquinimod-Gabe [n = 434], tägliche Placebo Gabe [n = 450] und wöchentliche IFNβ-1a IM 30 
μg Gabe [n = 447]). Die Studie untersuchte vier spezifische Endpunkte; die Progression der 
Schubrate, den Grad des neurologischen Defizits gemessen mit dem EDSS, die Veränderung 
des Gehirnvolumens und Progression bzw. Neubildung von MRT-Läsionen. Die Schubrate der 
Patienten mit Laquinimod-Behandlung war im Vergleich zur Placebogruppe nicht signifikant 
vermindert (0,28 vs. 0,34, risk ratio (RR)= 0,82, p = 0,075). Die Laquinimod-Behandlung führte 
zu einem deutlich reduzierten Risiko eine Verschlechterung der Invalidität (Cox Proportions 
Hazard Model, 3 Monate Behandlung: -31,3 %, p = 0,063, 6 Monate Behandlung: -40,6 %, *p 
= 0,042) zu erleiden. Die kumulative Anzahl an MRT Läsionen wurde durch eine Laquinimod-
Behandlung nicht signifikant verändert. Die tägliche Laquinimod-Therapie verminderte die 
Reduktion des Gehirnvolumens vs. Placebo signifikant (-28 %, ***p < 0,001). Im Gegensatz 
dazu beeinflusste eine Therapie mit IFNβ-1a nicht eindeutig das Gehirnvolumen der Patienten 
im Vergleich zu Placebo (Vollmer et al., 2014). 
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Die ALLEGRO und BRAVO Studie zeigten, dass Laquinimod verglichen mit Placebo zu signifikant 
weniger Verlust an Gehirnvolumen führt. Da Gehirnatrophie mit dem Fortschreiten der 
klinischen Behinderung korreliert, wird vermutet, dass Laquinimod abgesehen von der anti-
inflammatorischen Wirkung auch einen Effekt auf irreversible Gewebeschäden im ZNS hat. 
Filippi et al. zeigten mit speziellen MRT Untersuchungen, dass Laquinimod irreversible 
Gewebeschäden beispielsweise im Thalamus, reduziert. Dies weist auf einen direkten 
neuroprotektiven Effekt von Laquinimod hin und könnte die Ursache für den positiven Effekt 
auf das Fortschreiten der körperlichen Behinderung sein (Filippi et al., 2014). 
Sorensen et al. untersuchte das Sicherheitsprofil von Laquinimod vs. Placebo in der BRAVO 
und ALLEGRO Studie. Insgesamt wurde Laquinimod mit benignen Nebenwirkungen, wie 
Kopfschmerzen und Appendizitis, ein gutes Sicherheitsprofil zugeschrieben (Sorensen et al., 
2017, Varrin-Doyer et al., 2014).  
Zuletzt verzeichnete Laquinimod nicht nur in MS Versuchen positive Effekte, sondern auch in 
Versuchen anderer Autoimmunerkrankungen, wie Lupus Nephritis (Lourenco et al., 2014), 
Autoimmunneuritis (Pitarokoili et al., 2014) und Colitis (Sun et al., 2016). Studien von Garcia-
Marseille et al. bestätigten den neuroprotektiven Effekt einer Laquinimod-Behandlung auf die 
Demyelinisierung in einem Huntington Mausmodell (Garcia-Miralles et al., 2019). Katsumoto 
et al. zeigten, dass Laquinimod in einem Mausmodell mit traumatischer ZNS Schädigung eine 
Erweiterung des Ventrikel Systems vorbeugt sowie axonalen Schaden und posttraumatische 
Immunzelleinwanderung reduziert (Katsumoto et al., 2018).  
 
1.3 Die verwendeten Tiermodelle 
 
Um den Einfluss von Laquinimod auf Neurodegeneration und Rekrutierung von Immunzellen 
zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche MS-Tiermodelle verwendet: Das Cuprizone-
Modell und das EAE-Modell. Die Kombination dieser zwei MS-Tiermodelle wird als CupEAE-
Modell bezeichnet (Ruther et al., 2017, Scheld et al., 2016).  
Das Cuprizone-Modell ist ein toxisches MS-Tiermodell. Es eignet sich zur Untersuchung von 
gehirnintrinsischer Neurodegeneration und Remyelinisierung (Stidworthy et al., 2003). Die 
Cuprizone-Intoxikation führt zu telencephalen Läsionen, die durch 
Oligodendrozytenapoptose, Demyelinisierung, Mikrogliose, Astrozytose und akuten axonalen 
Schaden gekennzeichnet sind (angeborene Immunität) (Norkute et al., 2009, Kipp et al., 2009, 
Skripuletz et al., 2011, Carlton, 1967). Diese toxische Demyelinisierung ist reproduzierbar und 
tritt im Bereich des medialen Corpus callosums (mCC) (Hiremath et al., 1998), des Pedunculus 
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cerebellaris superior (Torkildsen et al., 2008), des Cerebellums (Skripuletz et al., 2010), des 
Hippocampus (Norkute et al., 2009) und der Basalganglien (Pott et al., 2009) auf. Nach einer  
fünfwöchigen Cuprizone-Intoxikation ist die aktive Demyelinisierung maximal und nach 
Absetzen des Cuprizones folgen Remyelinisierungsvorgänge (Morell et al., 1998, Kipp et al., 
2009). Eine Cuprizone-Intoxikation von 12 Wochen induziert eine chronische 
Demyelinisierung und führt nicht oder nur teilweise zu Remyelinisierung (Ludwin, 1980, 
Lindner et al., 2009).  
Die EAE ist im Gegensatz zum Cuprizone-Modell ein immunologisches MS-Tiermodell und 
eignet sich zur Erforschung der autoimmunen Komponente der MS Pathologie (Baxter, 2007, 
Kipp et al., 2017). Eine Immunisierung der Versuchstiere mit Myelinpeptiden (MOG, PLP, MBP) 
führt zur Aktivierung von antigen-spezifischen T-Zellen aus sekundär lymphatischen Organen. 
Diese autoreaktiven T-Zellen überwinden die Blut-Hirn-Schranke und führen zu 
inflammatorischen Läsionen im Cerebellum und Rückenmark (adaptive Immunität). 
Histologisch zeigen sich in der EAE perivaskuläre T-Zellinfiltrate und sekundäre 
Demyelinisierung (Trotter et al., 1987, Mix et al., 2008). Das EAE-Modell bildet einige Aspekte 
der „Outside-In-Hypothese“ (Vgl. Abb. 2) ab und ist ein wichtiger Bestandteil bei der 
Entwicklung von DMTs (Steinman and Zamvil, 2006, Wekerle, 2008). 
In klinischen MS-Studien zeigte sich, dass Entzündungsherde und ZNS Atrophie der MS-
Patienten vor allem im Prosenzephalon, Mesenzephalon und Rhombenzephalon zu finden 
sind. Im Gegensatz dazu entstehen die entzündlichen Läsionen im klassischen EAE-
Mausmodell hauptsächlich im Cerebellum und im Rückenmark; das Großhirn ist selten 
betroffen. Unsere Arbeitsgruppe und andere Forschungsteams konnten zeigen, dass diese 
klinisch-präklinische Diskrepanz der Läsionslokalisation durch die Kombination des Cuprizone- 
und des EAE-Modells reduziert wird. Die primäre Cuprizone-induzierte Degeneration der 
Oligodendrozyten führt nach MOG35-55-Immunisierung zur Einwanderung von peripheren 
Immunzellen ins Telencephalon (Scheld et al., 2016, Baxi et al., 2015, Ruther et al., 2017, 
Chrzanowski et al., 2019, Yakimov et al., 2019). Weiter spiegelt das CupEAE-Modell wichtige 
Aspekte der „Inside-Out-Hypothese“ wider (Vgl. Abb. 2). Die Kombination dieser zwei Modelle 
führt zu einer genaueren Abbildung der MS-Pathogenese und kann folglich ein Vorteil für die 






In dieser Dissertation wird die Wirkung von Laquinimod im Cuprizone- und CupEAE-Modell 
untersucht. Aufgrund des neuroprotektiven Effekts von Laquinimod in präklinischen und 
klinischen Studien (Brunmark et al., 2002, Bruck et al., 2012, Mishra et al., 2014, Varrin-Doyer 
et al., 2016, Polman et al., 2005, Comi et al., 2012), wurden folgende Arbeitshypothesen 
aufgestellt: 
- Eine Laquinimod-Behandlung führt zur Protektion von Oligodendrozyten und folglich 
zu verminderter Demyelinisierung im Cuprizone-Modell.  
- Eine Laquinimod-Behandlung führt zur Verminderung der Mikrogliose und Astrozytose 
im Cuprizone- und CupEAE-Modell. 
- Die Reduktion der Mikrogliose und Astrozytose kann in vivo mittels Bestimmung der 
TSPO-Expression im PET-CT gezeigt werden.  
- Dieser neuroprotektive Effekt auf den Untergang von Oligodendrozyten und die 
Aktivierung von Mikrogliazellen führt sekundär zur Reduktion von perivaskulärer 
Inflammation, Immunzellrekrutierung und Fortschreiten der Hirnläsionen im CupEAE-
Modell.  
- Die sekundäre Reduktion der Inflammation wird nicht durch den immunsuppressiven 







2 Material und Methoden 
 
In diesem Kapitel sind die verwendeten Materialien mit Hersteller und Bestellnummer 
aufgelistet (Tab. 1, 2, 3). Darauf folgt eine Erläuterung des Tierversuchs, der 
Materialgewinnung und der angewendeten Immunhistochemischen Färbungen. 
 
2.1 Materialien und Chemikalien 
 
In den folgenden drei Unterkapiteln sind alle verwendeten Materialien für den Tierversuch, 
die Materialgewinnung und die Immunhistochemische Färbung aufgelistet. 
 
2.1.1 Materialien für den Tierversuch  
 
Tab. 1 listet die verwendeten Materialien (Hersteller, Bestellnummer) auf, die für die Haltung 
und Behandlung der Versuchstiere nötig waren.  
 
Tab.  1 Verwendete Materialien für den Tierversuch 
Materialien/Chemikalien Hersteller Bestellnummer 





Sigma-Aldrich, St. Louis, USA C9012 
Doppelt destilliertes Wasser Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 10977035 
Gemahlenes Futter Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, 
Deutschland 
V1530-00 
Haltungsfutter (Pellets) Ssniff Spezialdiäten GmbH V1534-300 
Hooke Kit TM CFA Emulsion PTX Hooke Laboratories, Lawrence, USA Lot 1004 
Hooke KitTM MOG35-55 Hooke Laboratories Lot 0122 
Maus Wildtyp Stamm C57BL/6J JANVIER LABS, Saint-Berthevin Cedex, 
Frankreich 
000664 
Laquinimod TEVA Pharmaceutical Industries Ltd, Petach 
Tikwa, Israel 
650421612 
Kult X Küchenmaschine 1000 W WMF Group, Geislingen, Deutschland  - 
Tierhäuschen Plexx BV, Elst, Niederlande - 
Tierkäfig SEALSAFE® NEXT BlueLine 
(1285L - TYP II L) 






2.1.2 Materialien für die Gewebegewinnung 
 
In Tab. 2 sind die Materialien für die Gewebegewinnung aufgelistet.  
 
Tab.  2 Verwendete Materialien für die Gewebegewinnung 
Materialien/Chemikalien Hersteller Bestellnummer 
Deckgläser 24 x 40 mm VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland 631-1573 
Dinatriumhydrogenphosphat 
(wasserfrei) 
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland  1.06580.1000 
Einbettkassette Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland 47-1150-00 
Ethanol 100 % Merck Millipore 1.00983 
Formaldehyd 37 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland  
P733.2 
Ketamin 10 % Medistar - 
Natriumdihydrogenphosphat – 
Monohydrat 
Merck Millipore 106346.1000 
Natronlauge Carl Roth GmbH K021.1 
Objektträger SuperFrost®Plus VWR Chemicals 631-0108 
Paraffin Merck Millipore K46815058603 
PBS (Phosphate Buffered Saline) Merck (Biochrome) L-182-50 
Safety- Multifly- Kanüle Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 85.1637.235 
Salzsäure Roth/Merck K025.1/1.09057 
Schlittenmikrotom Leica Biosystems GmbH, Nussloch, 
Deutschland  
SM2000R 
Xylazin 2 % Ceva Tiergesundheit GmbH, Düsseldorf, 
Deutschland 
- 
Xylol Merck Millipore 28975.462 
 
Ketamin-Xylazin-Lösung: Für 9,5 ml Ketamin-Xylazin-Lösung wurden 100 µl 2 %iges Xylazin und 
400 µl 10 %iges Ketamin mit 9 ml NaCl vermischt.  
 
2.1.3 Materialien für die Immunhistochemischen Färbungen 
 
Tab. 3 listet die Materialien auf, die für die Immunhistochemische Färbung der Hirnschnitte 




Tab.  3 Verwendete Materialien für die Immunhistochemische Färbungen 
Materialien/Chemikalien Hersteller Bestellnummer 
3,3-Diaminobenzidin 
(DAB)+Chromogen 
Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark K3468 
3,3-Diaminobenzidin (DAB)+ Substrat Dako Denmark A/S K3468 
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat Merck Millipore 1.01042 
DePeX Mounting medium Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
Deutschland  
18243.02 
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Fluka, St. Gallen, Schweiz  03685 
Elite ABC-Kit Linaris Biologische Produkte GmbH, 
Dossenheim, Deutschland  
PK-6100 
Eosin Merck Millipore 15935 
Essigsäure 100 % Merck Millipore 1.00063.1000 
Ethanol 100 % Merck Millipore 1.00983 
Hämatoxylin Sigma-Aldrich H3136-25G 
Litiumcarbonat Merck Millipore 5671.0250 
Luxol Fast Blue MBS Chroma #M146-F 1328-51-4 
Natriumiodat Merck Millipore 6525 
Normales Ziegenserum Vector S-1000 
PBS Dulbecco-Pulver ohne Ca2+/Mg2+ Merck (Biochrom), Darmstadt, Deutschland L-182-50 
Perjodsäure Merck Millipore 1.00524 
Schiffs Reagenz Sigma Aldrich 3952016 
Tris (Pufferan®) Carl Roth GmbH & Co. KG 4855.2 
Wasserstoffperoxid 30 % (H2O2) Carl Roth GmbH & Co. KG 8070.4 
Xylol VWR Chemicals  28975.462 
Zitronensäure Monohydrat Merck Millipore 1.00244.0500 
 
Blockserum (1:20): Um 50 ml Blocking Serum herzustellen, wurden 2,5 ml normales 
Ziegenserum mit 47,5 ml Phosphatpufferlösung (PBS) gemischt.  
DAB-Komplex (1:50): Für den DAB-Komplex wurden 980 µl DAB-Substrat mit 20 µl DAB-Stock 
gemischt.   
Hämatoxylin-Lösung: Zur Herstellung der Stammlösung wurden 1 g Hämatoxylin in 1000 ml 
destilliertem Wasser gelöst und 200 mg Natriumiodat und 50 g Aluminiumkaliumsulfat-
Dodecahydrat hinzugefügt. Zur Stammlösung wurden 50 g Chloralhydrat und 1 g 
Zitronensäure Monohydrat beigefügt und filtriert.  
0,05 % Lithiumcarbonat-Lösung: Es wurden 0,5 g Litiumcarbonat in 1000 ml destilliertem 
Wasser gelöst.  
Luxol Fast Blue-Lösung: 0,1 g Luxol Fast Blue MBS wurde in 100 ml 96 %igem Ethanol gelöst 
und 0,5 ml 100 %ige Essigsäure dazugegeben. 
24 
 
PBS (10x Stocklösung):  Für die PBS Stocklösung wurden 4000 ml destilliertes Wasser in einen 
5 l großen Messbecher gefüllt, 1 Dose PBS-Pulver ohne Ca2+/Mg2+ eingefüllt und mit einem 
Magnetrührer vermischt. Wenn das Pulver sich komplett aufgelöst hatte, wurde der 
Messbecher bis zur 5000 ml Markierung mit destilliertem Wasser aufgefüllt.  
PBS (1x Fertiglösung): 500 ml PBS (10x Stocklösung) wurde mit 4500 ml destilliertem Wasser 
vermischt. Anschließend wurde der pH-Wert mit 1 molarer Salzsäure auf 7,4 eingestellt.  
Tris-EDTA Puffer: 6,05 g Tris und 1,85 g EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat wurden in 5 l 
destilliertem Wasser gelöst. Der pH wurde auf 9.0 eingestellt. 
    
2.2 Daten zu den Versuchstieren 
 
In diesem Kapitel sind die Informationen zu den Versuchstieren dargestellt. Die Informationen 
über die verwendeten Chemikalien und Materialien sind in Tab. 1 aufgelistet.  
Für den in Kapitel 2.3 beschriebenen Versuchsaufbau wurden 45 weibliche, 8 Wochen alte, 19 
- 21 g schwere Wildtyp Mäuse vom Stamm C57BL/6J verwendet. Die Haltung der Tiere in den 
Räumlichkeiten des Max-von-Pettenkofer-Instituts (Pettenkoferstr. 11, 80336 München, 
Deutschland) und das Handling durch die Pfleger erfolgte nach standardisierten 
Laborbedingungen gemäß der FELASA Organisation (engl. Federation of European Laboratory 
Animal Science Association’s). Die Tiere wurden in Gruppen von maximal fünf Artgenossen in 
individuell ventilierten Tierkäfigen TYP II L BlueLine (435 cm2) gehalten. Die Käfige wurden 
täglich kontrolliert und jeden zweiten Tag gewechselt.  
Die Mäuse wurden in einem Tierstall bei einer stetigen Luftfeuchtigkeit von 50 ± 5 % g/m3 und 
einer Raumtemperatur von 22 ± 2 °C gehalten. Die Käfige waren an ein Überdruck-
Belüftungssystem angeschlossen und somit mit zirkulierender Raumluft (60 - 80 
Luftwechsel/h) versorgt. Das Beleuchtungssystem im Tierstall wurde der zirkadianen 
Rhythmik (13 Stunden Tag, 11 Stunden Nacht) der Tiere angepasst. Leitungswasser und 
Haltungsfutter wurden ad libitum angeboten. Als Enrichment dienten Nestbaumaterial und 
rote Maushäuser. Bei der Arbeit mit den Versuchstieren wurden die aktuell geltenden 
Tierschutzbestimmungen gemäß Paragraf 8 des Tierschutzgesetzes eingehalten. Der 
Erweiterungsantrag zum Tierversuch 55.2-154-2532-73-15 wurde von der Regierung von 




2.3 Versuchsaufbau und Durchführung  
 
In diesem Kapitel ist der Ablauf des Tierversuchs dargestellt. Die detaillierte Durchführung der 
Behandlungsschritte ist in Kapitel 2.3.1, 2.3.2, 2.3.3 und 2.3.4 erläutert.  
Die Versuchstiere kamen einen Monat vor Versuchsbeginn im Alter von acht Wochen in den 
Tierstall des Max-von-Pettenkofer-Instituts, indem sowohl Tierhaltung und 
Versuchsdurchführung stattfanden. Jedes Versuchstier wurde ab Einstallung bis 
Versuchsende einmal pro Woche gewogen und die Gewichtszunahme wurde dokumentiert. 
Der Versuch wurde begonnen, sobald alle Versuchstiere ein Gewicht zwischen 19 - 21 g 
erreicht hatten. Die 45 Versuchstiere wurden zufällig in eine Kontrollgruppe (Gruppe A) mit n 
= 5 Mäusen und vier Gruppen (Gruppe B, C, D und E) mit je n = 10 Mäusen eingeteilt (Abb. 5). 
Um die Mäuse unterscheiden zu können, wurde bei jeder Maus eines Käfigs eine individuelle 
Markierung in die Ohren gestanzt: entweder keine (ohne); jeweils eine rechts (rechts) oder 
links (links); jeweils zwei links (links/links) oder rechts und links (rechts/links).  
In diesem fünf Wochen langen Tierversuch wurden 45 Mäuse in fünf Gruppen (A - E) eingeteilt 
und unterschiedlich behandelt (Abb. 5). 
Die Gruppen A, B und C dienten dazu, den neuroprotektiven Effekt von Laquinimod zu 
verifizieren. Gruppe A mit fünf Versuchstieren entsprach der Kontrollgruppe. Diese Gruppe 
erhielt über den gesamten Versuchszeitraum täglich das Haltungsfutter.  
Die Gruppe B und C wurden über drei Wochen mit Cuprizone intoxikiert (Kapitel 2.3.1). 
Während der Cuprizone-Intoxikation folgte eine dreiwöchige Vehikel-Gabe per Schlundsonde 
Abb. 5 Versuchsaufbau 
A  Kontrollgruppe (n = 5), die über einen fünfwöchigen Zeitraum mit Haltungsfutter versorgt wurde. B Cup/Veh-Gruppe (n = 
10), die eine Cuprizone- & Vehikel-Behandlung für drei Wochen erhielt, gefolgt von einer zweiwöchigen Gabe von 
Haltungsfutter. C Cup/Laq-Gruppe (n = 10), die eine Cuprizone- und Laquinimod-Behandlung erhielt, gefolgt von einer  
zweiwöchigen Gabe von Haltungsfutter. D CupEAE/Veh-Gruppe (n = 10), die für die ersten fünf Wochen gleich behandelt 
wurde wie Gruppe B, gefolgt von einer EAE-Immunisierung. E CupEAE/Laq-Gruppe (n = 10), die für die ersten fünf Wochen 




(Cup/Veh-Gruppe) für Gruppe B, und eine dreiwöchige Laquinimod-Gabe (200 µl; 25 mg/kg) 
per Schlundsonde (Cup/Laq-Gruppe) für Gruppe C (Kapitel 2.3.2). Nach der dreiwöchigen 
Behandlung folgte bei beiden Gruppen eine  zweiwöchige Gabe von Haltungsfutter, um die 
Demyelinisierung fortschreiten zu lassen, die Inhibition des Cuprizones auf die T-Zell Antwort 
zu vermeiden und das Laquinimod auszuwaschen. Nach der fünften Behandlungswoche 
wurden die Tiere transkardial perfundiert und die Hirne präpariert (Kapitel 2.3.4).  
Mit der Gruppe D und E wurde untersucht, ob der neuroprotektive Effekt von Laquinimod auf 
den Untergang von Oligodendrozyten und die Aktivierung von Mikrogliazellen sekundär zur 
Reduktion von perivaskulärer Inflammation, Immunzellrekrutierung und Fortschreiten der 
Hirnläsionen im CupEAE-Modell führt.  
Gruppe D wurde in den ersten drei Wochen gleich behandelt wie Gruppe B. Ebenso erhielt 
Gruppe E in den ersten drei Wochen die gleiche Behandlung wie Gruppe C. Nach einer 
zweiwöchigen Gabe von Haltungsfutter wurde Gruppe D und E mit MOG35-55 immunisiert (D: 
CupEAE/Veh-Gruppe, E: CupEAE/Laq-Gruppe). Die klinischen Scores der Tiere wurden täglich 
gemessen (Kapitel 2.3.3). Sobald die Tiere einen maximalen Score erreicht hatten, wurden sie 
transkardial perfundiert und die Hirne präpariert (Kapitel 2.3.4).  
 
2.3.1 Die Cuprizone-Fütterung 
 
Gruppe B, C, D und E wurden jeweils für drei Wochen mit 
Cuprizone-Futter intoxikiert. N,N'- 
Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon (Cuprizone C14H22N4O2) ist 
ein Kupferchelator, der zu einer toxischen Demyelinisierung, 
Astrozytose und Mikrogliose führt (Abb. 6) (Norkute et al., 
2009). 
Für die Cuprizone-Fütterung wurde 100 g gemahlenes Futter 
pro Käfig in einen Mixer gegeben und mit 0,25 % Cuprizone 
für eine Minute auf höchster Stufe vermischt. Um eine 
homogene Mischung zu erhalten, wurde der Mixer während 
der Minute zu allen Seiten geschwenkt. Diese Methode wurde von unserer Arbeitsgruppe als 
Goldstandard für eine reproduzierbare Demyelinisierung und Mikrogliazellaktivierung im CC 
von Versuchstieren festgelegt (Hochstrasser et al., 2017). 
Abb. 6 Chemische Formel von 
Cuprizone (Pubchem, 2005).  
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Die Mischung aus Cuprizone und gemahlenem Futter wurde jedem Käfig in zwei separaten 
Petrischalen dargeboten. Diese Mischung wurde täglich frisch angesetzt und in jedem Käfig 
ausgetauscht, wodurch saubere Futterbedingungen sichergestellt wurden. Durch die 
Umstellung von Haltungsfutter auf gemahlenes Futter in der Petrischale, verloren die 
Versuchstiere in der ersten Woche an Gewicht.  
 
2.3.2 Die Medikamentengabe über eine Schlundsonde 
 
Zusätzlich zur täglichen Cuprizone-Fütterung erhielten die Versuchstiere der Gruppe B, C, D 
und E eine tägliche Flüssigkeitsgabe von 200 µl über eine Schlundsonde. Gruppe B und D 
wurden täglich mit 200 µl doppelt destilliertem Wasser als Trägerlösung behandelt. Im 
Vergleich dazu erhielten Gruppe C und E täglich 200 µl gelöstes Laquinimod. Die Dosierung 
des Laquinimods wurde aus einer Studie von Wegner et al. übernommen (Wegner et al., 
2010). 
Die Flüssigkeitsgabe per Schlundsonde startete zwei Tage vor der Cuprizone-Fütterung und 
wurde drei Wochen und zwei Tage täglich durchgeführt. Für die Verabreichung mit der 
Schlundsonde wurden 1 ml Heparinspritzen und zwei verschiedene Metallsonden verwendet. 
Eine Metallsonde wurde nur für die Vehikel-Gruppe und die andere Metallsonde nur für die 
Laquinimod-Gruppe verwendet. Als Vehikel-Lösung wurde doppelt destilliertes Wasser 
verwendet. Für die Laquinimod-Gabe wurden 0,5 mg Laquinimod in 200 µl doppelt 
destilliertem Wasser gelöst. Vor der Behandlung wurde jede Heparinspritze einfach mit 
destilliertem Wasser und doppelt mit Luft gespült. Für die Injektion wurde jede Maus am 
Nacken und am Schwanz gefasst und in der rechten Hand auf dem Rücken fixiert. Die Vehikel- 
oder Laquinimod-Lösung wurde in die Heparinspritze aufgezogen und alle Luftblasen entfernt 
bis eine homogene Lösung von 200 µl in der Spritze war. Die Injektion mit der Schlundsonde 
erfolgte mit der linken Hand in den Mund-Rachen-Raum des Versuchstiers. Um die Sondierung 
so schonend wie möglich durchzuführen, wurde ein Tropfen Flüssigkeit auf den Kopf der 
Metallsonde vorgelegt und an den Mund der Maus herangeführt. Der ausgelöste Schluckreflex 
durch den Tropfen Flüssigkeit wurde ausgenutzt, um die Sonde vorsichtig vorzuschieben und 
die Lösung zu applizieren. Um sicherzustellen, dass kein Versuchstier verletzt wurde, wurde 
jedes Versuchstier nach der Injektion etwa 30 Sekunden im Käfig beobachtet und das 




2.3.3 Die EAE-Immunisierung   
 
Im ersten Absatz dieses Kapitels ist die Wirkungsweise der EAE-Immunisierung erklärt. Die 
genaue Durchführung der Immunisierung und das Scoring der klinischen Symptome ist im 
weiteren Verlauf des Kapitels beschrieben.  
Die EAE ist ein T-Zell vermitteltes MS-Tiermodell, das zur Einwanderung peripherer 
Immunzellen in das ZNS führt. Gruppe D und E wurden immunisiert, um zu untersuchen, ob 
eine Laquinimod-Behandlung die sekundäre Immunzellrekrutierung ins Telencephalon 
reduziert. Gruppe D und E wurden in der sechsten Woche des Behandlungsplans immunisiert. 
Bei diesem Versuch wurde den Versuchstieren das Blasentriplett 35-55 des Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoproteins (MOG35-55-Peptid) injiziert. Nach dem Kontakt mit dem 
MOG35-55-Fragment bildeten sich enzephalitogene T-Zellen aus peripheren lymphatischen 
Organen, die sich gegen körpereigenes MOG im ZNS richten.  
Für die Narkose des Versuhstiers wurde ein Wattepad mit Isofluran (2,5 Vol%) getränkt und in 
ein röhrenförmiges Glasgefäß gelegt. Zur Inhalationsnarkose wurde jede Maus für 30 - 90 
Sekunden in den mit Isofluran gefluteten Glaskolben gesetzt. Sobald die Maus einen 
verlangsamten Herzschlag und eine schlaffe Parese zeigte, konnte von einer ausreichend 
tiefen Narkose ausgegangen werden. Ein Versuchstier der CupEAE/Veh-Gruppe verstarb bei 
der Narkose für die EAE-Immunisierung, wurde transkardial perfundiert und als TN484 in die 
Cup/Veh-Gruppe (B) integriert.  
Zur Herstellung der Wasser-in-Öl-Emulsion des MOG35-55-Peptids wurde ein ready-to-use kit 
verwendet. Dabei wurde inkomplettes Freund`sches Adjuvans mit inaktivierten 
Mykobakterium tuberculosis in einer Konzentration von 4 mg/ml versetzt. 1 ml des 
kompletten Freund`schen Adjuvans wurde mit 1 ml des MOG35-55-Peptids, das in PBS gelöst 
ist, in einer Heparinspritze vermischt. 
Jeder Maus wurde jeweils 100 µl der MOG35-55-Emulsion subkutan in den Nacken und in die 
Glutealregion verabreicht. Nach der Injektion bildete sich an der Einstichstelle eine Beule. Am 
gleichen Tag und 24 h später wurde jedem Versuchstier 150 µl Pertussis Toxin in PBS gelöst 
intraperitoneal gespritzt, welches die Emigration von autoreaktiven T-Zellen aus der Milz in 




2.3.4 Das EAE-Scoring 
 
Die immunisierten Tiere wurden täglich nach einem bestimmten EAE-Scoring Protokoll  
klinisch untersucht. Das Protokoll definiert für verschieden starke klinische 
Ausfallerscheinungen des Versuchstiers einen Wert und umfasst Scores von 0 - 5  (Barthelmes 
et al., 2016). Je schwerwiegender die klinische Ausfallerscheinung ist, desto höher ist der 
Score. Folgende klinische Scores wurden für entsprechende Symptome vergeben:  
• Score 0 keine Krankheitssymptome 
• Score 1 Lähmung des Mausschwanzes oder Parese der Hinterbeine 
• Score 2 Lähmung des Mausschwanzes und Parese der Hinterbeine 
• Score 3 Plegie der Hinterbeine 
• Score 4 Plegie der Hinterbeine, Parese der Vorderbeine 
• Score 5 Tod durch EAE 
Tab. 4 zeigt die Werte des EAE-Scorings der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe. Für die 
klinische Untersuchung wurde jedes Versuchstier beim Laufen einmal auf einem Gitter und 
einmal auf der glatten Werkbank beobachtet. Die ersten neun Tage wurde jedes Versuchstier 
mit 0 gescort. Die ersten klinischen Symptome zeigte ein Versuchstier der CupEAE/Veh-
Gruppe am zehnten Tag. Zehn Tiere entwickelten bis zum 15. Tag einen ausreichenden Score 
und wurden euthanasiert (grün markiert). Bis zum 18. Tag entwickelten vier weitere 
Versuchstiere aus der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe einen ausreichenden Score und 
wurden euthanasiert (türkis markiert). Fünf Tiere zeigten keine klinischen 




Tab.  4 EAE-Scoring 
Scoring-Werte der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe. Das EAE-Scoring vergibt Werte zwischen 0 - 5. Je höher der Score, 
desto schwerwiegender das klinische Symptom. Bis zum 9. Tag zeigte kein Versuchstier ein klinisches Symptom (Score = 0). 
Zehn Versuchstiere wurden am 15. Tag (grün markiert) und vier weitere Versuchstiere am 18. Tag (türkis markiert) 
euthanasiert und in den Versuch mitaufgenommen. Vier Versuchstiere entwickelten keine klinischen Ausfallerscheinungen 
(grau markiert).  
Gruppe Ohrmarkierung d7 d8 d9 d10 d11 d12 d13 d14 d15 d16 d17 d18  
CupEAE/ 
Veh 
Ohne 0 0 0 0 0 0 0,5 1,5 2     
Links 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
Rechts 0 0 0 2 2 2,5 3,5 3,5 4     
Links/links 0 0 0 0 0 1 1 2 2     
               
CupEAE/ 
Veh 
Ohne 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0,5 1 1  
Links 0 0 0 0 0 0,5 1 0 0 0 1,5 1,5  
Rechts 0 0 0 0 0 1 1 1,5 3,5     
Links/links 0 0 0 0 0 0 0 1 1,5     
Links/rechts 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5 1,5 1,5 1,5  
               
CupEAE/ 
Laq 
Ohne 0 0 0 0 1 2,5 3,5 3,5 3,5     
Links 0 0 0 0 0 0 0,5 1 2     
Rechts 0 0 0 0 0 0 0,5 1 1     
Links/links 0 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5     
Links/rechts 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
               
CupEAE/ 
Laq 
Ohne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
Links 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5 1,5 1,5  
Rechts 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
Links/links 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  
Links/rechts 0 0 0 0 1 1,5 2 2,5 2,5 
 
    
 
2.3.5 Die Perfusion der Versuchstiere 
 
Am Ende des jeweiligen Behandlungszeitraums von Gruppe A - E wurden die Versuchstiere 
mit einfach konzentrierter phosphatgepufferter Salzlösung (PBS (1x)) transkardial perfundiert 
und mittels 3,7 %iger Formaldehyd-Lösung fixiert.  
Die Versuchstiere wurden mit 10 %iger Ketamin – Xylazin – Lösung euthanasiert. Für zehn 
Mäuse wurde 9,5 ml Lösung bestehend aus 100 µl Xylazin 2 %, 400 µl Ketamin 10 % und 9 ml 
NaCl, hergestellt.  Das benötigte PBS wurde in ein Becherglas umgefüllt und auf Eis gestellt. 
Für die Perfusionslösung wurde 4,6 g Natriumdihydrogenphosphat (wässrig), 8,0 g 
Dinatriumhydrogenphosphat, 100 ml 37 %iges Formaldehyd und 900 ml destilliertes Wasser 
in ein ausreichend großes Gefäß gegeben. Das Gemisch wurde mit Hilfe eines Magnetrührers 
bis zum Auflösen der Salze vermischt. Der pH-Wert der Lösung wurde durch Zugabe von 1 
31 
 
mol/L Natronlauge auf 7,4 titriert. Nach der Filtration wurde die 3,7 %ige Formaldehyd-Lösung 
auf Eis gestellt.  
Um Verwechslungen vorzubeugen, wurde im durchführenden Labor für jedes perfundierte 
Versuchstier eine fortlaufende Tiernummer (TN Nummer) vergeben. Die Kontrollgruppe 
erhielt die Nummern TN456 - 460. Gruppe B erhielt die Nummern TN461 - 465, TN471 - 475 
und TN484. Gruppe C wurde mit TN466 - 470 und TN476 - 480 bezeichnet. Gruppe D erhielt 
die Nummern TN485 - 489 und TN498 - 501. Gruppe E erhielt die Nummern TN490 - 494 und 
TN507 - 511.  
Für die Perfusion wurde jedes Versuchstier im Nacken gefasst und in der rechten Hand fixiert. 
Zur Euthanasie wurde jedem Tier 0,7 - 0,9 ml 10 %ige Ketamin-Lösung intraperitoneal injiziert. 
Die Maus wurde zurück in den Käfig gesetzt und bis zum Bewusstseinsverlust beobachtet. Als 
Schutz- und Schmerzreflexe der Maus erloschen waren, wurde sie an allen vier Extremitäten 
mit Stecknadeln auf einer Bienenwachsplatte fixiert. Die Bauchhaut und das Peritoneum 
wurden mit chirurgischem Besteck eröffnet. Beim Übergang zum Thorax wurden das 
Zwerchfell und die Rippen durchtrennt und das Herz frei präpariert. Das rechte Atrium wurde 
mit einer chirurgischen Schere eröffnet, um die durchlaufenden Lösungen austreten zu lassen. 
In den linken Ventrikel wurde vom Apex in Richtung des linken Herzohrs eine gekürzte Safety-
Multifly-Kanüle gelegt  und mit Stecknadeln auf dem Bienenwachs gesichert.  
Um das Blut aus dem Organismus der Maus zu entfernen, wurde jedes Versuchstier mit 20 ml 
gekühltem PBS transkardial durchspült. Zur Fixation wurden zwei 50 ml Spritzen mit 3,7 %iger 
Formaldehyd-Lösung unter einer Abzugshaube in das Herz der Maus injiziert und mit Hilfe des 
Drucks im gesamten Organismus verteilt. Durch die Formaldehyd-Lösung kam es zur 
Denaturierung der Körperproteine, was durch Krämpfe in der Muskulatur sichtbar wurde. Die 
natriumreiche Lösung führte zu Zuckungen in der Muskulatur des Versuchstiers und zeigte die 
perfundierten Körperregionen an. Nach der vollständigen Injektion des Formaldehyds wurde 
der Kopf des Versuchstiers abgetrennt und mit Hilfe von Pinzetten fixiert. Die Kopfhaut und 
die Schädelkalotte wurde in sagittaler Schnittführung eröffnet. Die Schädelkalotte wurde 
aufgefächert und der Kopf der Maus über Nacht in 3,7 %iger Formaldehyd-Lösung in einem 




2.4 Materialgewinnung Region 215, Region 265 und Rückenmark 
 
Nach der Postfixation bei 4 °C wurde der Kopf der Maus mit einer Pinzette fixiert, die 
Schädelkalotte entfernt und das Hirn freipräpariert. Mit Hilfe eines Metallspatels wurde das 
Hirn aus dem Viscerocranium herausgehoben und eine 0,3 cm dicke Scheibe des Frontalhirns 
mit einer Rasierklinge abgetrennt. Die präparierten Mäusegehirne wurden mit der ventralen 
Oberfläche nach unten zeigend einzeln in Einbettkassetten gegeben und entsprechend 
beschriftet. Für die Gewinnung des Rückenmarks wurden die Wirbelkörper vorsichtig mit 
Pinzetten abgetrennt und somit der gesamte Rückenmarksstrang freipräpariert. Das 
Rückenmark wurde mit einem Skalpell in vier gleich große Teile geschnitten und in 
Einbettkassetten von Rostral nach Kaudal einsortiert und entsprechend beschriftet. Die 
Einbettkassetten wurden zuerst für fünf Stunden unter fließendem Leitungswasser und 
daraufhin in einem ausreichend großen Gefäß in Alkohol-Lösungen mit steigenden 
Konzentrationen auf einem Horizontalschüttler gespült. Die aufsteigende Alkoholreihe entzog 
den Präparaten Wasser, um das Gewebe gut zu fixieren. Daraufhin wurden die Präparate für 
jeweils 40 min in Xylol 1, 2 und 3 gegeben und auf einem Horizontalschüttler bewegt. Zur 
endgültigen Einbettung wurden die Präparate in Paraffin 1, 2 und 3 gelagert (Tab. 5).  
 
Tab.  5 Paraffineinbettung 
 
Schritt Chemikalie Dauer 
1 Leitungswasser, fließend 5 h 
2 50 % Ethanol Über Nacht 
3 70 % Ethanol – 1 40 min 
4 70 % Ethanol – 2 40 min 
5 96 % Ethanol – 1 40 min 
6 96 % Ethanol – 2 40 min 
7 96 % Ethanol – 3 40 min 
8 100 % Ethanol – 1 40 min 
9 100 % Ethanol – 2 60 min 
10 100 % Ethanol – 3 60 min 
11 Xylol – 1 40 min 
12 Xylol – 2 40 min 
13 Xylol – 3 40 min 
14 Paraffin – 1 60 min 
15 Paraffin – 2 60 min 
16 Paraffin – 3 2 Tage 
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Für das Schneiden der Paraffinblöcke wurde ein Schlittenmikrotom verwendet. Zur 
Vorbereitung wurde als Erstes das Wasserbad mit destilliertem Wasser auf 48 °C erhitzt.  Der 
Paraffinblock wurde in das Mikrotom eingespannt und mit Hilfe der Seiteneinstellungen 
parallel zum Schlittenmesser eingestellt. Es wurde eine Schnittdicke von 5 µm eingestellt und 
so viele Schnitte abgenommen bis der Block parallel zum Schlittenmesser stand und 
gleichmäßige Schnitte entstanden. Zum Abheben des Schnittes wurde ein nasses Seidenpapier 
verwendet, womit der Schnitt ins Wasserbad gelegt wurde. Mit Hilfe einer Nadel wurden 
jeweils zwei Schnitte auf einen Objektträger gezogen. Sobald Hirnregionen im Paraffinblock 
angeschnitten wurden, wurden die Schnitte mikroskopiert. Bei Erreichen der gewünschten 
Region wurden die Schnitte auf Objektträger aufgezogen. Die Paraffinblöcke der Gruppe A, B 
und C wurden bis Region 215 auf Höhe der vorderen Kommissur des High Resolution Mouse 
Brain Atlas von Sidman et al. (Abb. 7) angeschnitten und jeweils fünf Objektträger von dieser 
Region pro Tier aufgezogen. Von der Gruppe D und E wurden jeweils zehn Objektträger von 
Region 215 aufgezogen.  
Im Versuch wurden auch die hinteren Hirnregionen im Bereich des rostralen Hippocampus 
untersucht. Dafür wurden die Paraffinblöcke der Gruppe A - E bis zur Region 265 
angeschnitten und jeweils zehn Objektträger pro Versuchstier aufgezogen (Abb. 8). 




2.5 Immunhistochemische Färbungen   
 
Zur Darstellung von unterschiedlichen Antigenen im ZNS wurde in dieser Arbeit die 
chromogene Immunhistochemische Färbung nach der ABC - Methode angewendet. Bei 
diesem Verfahren handelt es sich um eine zweistufige, indirekte immunhistochemische 
Färbung nach dem folgenden Prinzip (Abb. 9):  
• Der Primärantikörper (monoklonal oder polyklonal) bindet an das gesuchte Antigen 
(Abb. 9 A). 
• An den Primärantikörper bindet ein Sekundärantikörper, der Biotin gebunden hat 
(Abb. 9 B). 
• Durch die Affinität von Avidin zu Biotin bildet sich ein Avidin-Biotin-Komplex (ABC). 
Im ABC-Komplex ist eine biotinylierte Peroxidase gebunden (Abb. 9 C). 
• Die gebundene Peroxidase katalysiert nach Zugabe des DAB-Komplexes (3,3-
Diaminobenzidin (DAB)+ Chromogen und 3,3- Diaminobenzidin (DAB)+ Substrat) eine 
Reaktion mit Wasserstoffperoxid. Es kommt zur Ausfällung eines bräunlichen 
Niederschlags. Mit diesem kann das Antigen indirekt nachwiesen werden (Abb. 9 D). 




Jede der vier Färbungen folgte dem Färbeprotokoll, dass in den Unterpunkten a) – s) 
beschrieben ist. Durch diese standardisierte Durchführung sind vergleichbare und 
reproduzierbare Ergebnisse der Färbungen zu erwarten. In den nachfolgenden Unterpunkten 
a) - s) ist die genaue Durchführung der chromogenen Färbung beschrieben:  
a) Zur Entparaffinierung der Schnitte wurden die Objektträger in Färbeschaukeln durch die 
absteigende Alkoholreihe geführt (Tab. 6). 
b) Um die Antigene zu demaskieren, wurden bestimmte Schnitte in Tris/EDTA ph 9 gekocht 
(Demaskierung durch HIER-Methode engl. heat induced epitope retrieval). Dafür wurden 
die Objektträger in eine neue Färbeschaukel gegeben und die leeren Stellen mit 
Platzhaltern aufgefüllt. Die gefüllte Färbeschaukel wurde in das Gefäß mit Tris/EDTA 
Lösung gegeben und für zwei Minuten auf höchster Stufe in der Mikrowelle gekocht. Nach 
zwei Minuten wurden die Schnitte für zehn Minuten auf schwacher Hitze in der 
Mikrowelle gehalten. Zur Abkühlung der Schnitte wurde das Gefäß mit der 
Objektträgerschaukel für fünfzehn Minuten mit kaltem Wasser im Waschbecken umspült.  
c) Dreimal fünfminütiges Spülen in PBS auf dem Horizontalschüttler. 
Abb. 9 Schematische Darstellung der ABC Methode. 
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d) Für die folgenden Schritte d) - m) wurden die Objektträger in einer feuchten Kammer 
behandelt, um die Schnitte nicht auszutrocknen. Um einer unspezifischen 
Hintergrundfärbung vorzubeugen, folgte der Blocking-Schritt. Dafür wurde auf jeden 
Objektträger à zwei Hirnschnitten 100 µl 5 % normales Ziegenserum gegeben und für eine 
Stunde bei 26 °C inkubiert.  
 
Tab.  6 Absteigende Alkoholreihe 
 
e) Nach der Inkubation des Blocking Serums, wurde der gesuchte Primärantikörper in einer 
bestimmten Verdünnung mit 5 % Normalem Ziegenserum gemischt und gevortext. Die 
Verdünnung  für den jeweiligen Antikörper ist in Tab. 7 dargestellt. Es wurde je 100 µl des 
Primärantikörpers mit einer 100 µl Pipette auf die Hirnschnitte auf den Objektträger 
gegeben. Die Objektträger wurden in der feuchten Kammer über Nacht für etwa 14 
Stunden mit dem Primärantikörper bei 4 °C inkubiert.  
 
Tab.  7 Verwendete Primärantikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Demaskierung Hersteller Bestellnummer 
Anti-CD4 Hase 1:1000 Tris/EDTA Abcam, Cambridge, UK ab183685 
Anti-IBA1 Hase 1:5000 Tris/EDTA 
Wako Chemicals GmbH, 
Neuss, Deutschland 
019-19741 
Anti-MAC-3 Ratte 1:200 Tris/EDTA BD Pharmingen 550292 
Anti-PLP Maus 1:5000 keine Serotec MCA839G 
 
f) Dreimal fünfminütiges Spülen in PBS auf dem Horizontalschüttler.  
g) Für den Peroxidase-Block wurde 1 ml 30 %iger Wasserstoffperoxid in 99 ml PBS in einer 
Glasküvette vermischt. Die Objektträger wurden 30 Minuten in der 3 %igen H2O2-Lösung 
mit Schutz vor Sonnenlicht inkubiert.  
h) Dreimal fünfminütiges Spülen in PBS auf dem Horizontalschüttler.  
Schritt Chemikalie Dauer 
1 Xylol I 10 min 
2 Xylol II 10 min 
3 Xylol III 10 min 
4 Xylol/Ethanol 50 %/50 % 5 min 
5 Ethanol 100 % 3 min 
6 Ethanol 100 % 3 min 
7 Ethanol 96 % 3 min 
8 Ethanol 96 % 3 min 
9 Ethanol 70 % 3 min 
10 Ethanol 50 % 3 min 
11 Destilliertes Wasser 3 min 
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i) Der Sekundärantikörper wurde 1:200 mit 5 %igem normalem Ziegenserum verdünnt, 
gevortext und pro Objektträger 100 µl auf die Hirnschnitte appliziert (Tab. 8). Die 
Objektträger wurden in der feuchten Kammer für eine Stunde bei 26 °C inkubiert.  
 
Tab.  8 Verwendete Sekundärantikörper 
Antikörper Wirt Verdünnung Firma Bestellnummer 
Anti-Hase IgG (biotinyliert) Ziege 1:200 
Linaris GmbH, Mannheim, 
Deutschland  
BA1000 
Anti-Maus IgG (biotinyliert) Ziege 1:200 Linaris GmbH BA9200 
Anti-Ratte IgG (biotinyliert) Ziege 1:200 Linaris GmbH BA9400 
 
j) Dreimal fünfminütiges Spülen in PBS auf dem Horizontalschüttler. 
k) Applikation des Avidin-Biotin-Komplexes, der 30 Minuten zuvor vorbereitet wurde und 
dunkel gelagert wurde. Lösung A und Lösung B des Victastain Elite Kit wurden 1:50 mit 
PBS vermischt und jeweils 100 µl auf jeden Objektträger pipettiert. Die Schnitte wurden 
in einer feuchten Kammer für eine Stunde bei 26 °C inkubiert. 
l) Dreimal fünfminütiges Spülen in PBS auf dem Horizontalschüttler. 
m) Applikation des DAB-Komplexes zur Visualisierung. Der DAB-Stock wurde 1:50 mit dem 
DAB-Substrat verdünnt und auf die Objektträger gegeben. Die Schnitte wurden zehn 
Minuten unter dem Abzug bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin für 5 Sekunden 
in Leitungswasser gespült.  
n) Fünfminütiges Spülen in destilliertem Wasser.  
o) Für die Kernfärbung wurden die Schnitte für fünfzehn Sekunden in der Hämatoxylin-
Lösung inkubiert und zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut.  
p) Dreiminütiges Spülen in destilliertem Wasser. 
q) Zur Dehydrierung der Gewebeschnitte wurde die aufsteigende Alkoholreihe verwendet 
(Tab. 9).  
 
Tab.  9 Aufsteigende Alkoholreihe 
Schritt Chemikalie Dauer 
1 Ethanol 50 % 3 min 
2 Ethanol 70 % 3 min 
3 Ethanol 96 % 3 min 
4 Ethanol 96 % 3 min 
5 Ethanol 100 % 3 min 
6 Ethanol 100 % 3 min 
7 Xylol/Ethanol 50 %/50 % 5 min 




r) Eindecken der Schnitte mit DPX.  
s) Die Objektträger wurden mit Gewichten beschwert und über Nacht unter dem Abzug 
getrocknet.  
 
2.5.1 Hämatoxylin-Eosin (H.E.) Färbung 
 
Mit Hilfe der Hämatoxylin-Eosin (H.E.) Färbung kann die Morphologie und die Struktur des 
Gewebes untersucht und differenziert werden, ob es sich um normales, entzündliches, 
pathologisches oder degenerativ verändertes Gewebe handelt.  
Die H.E. Färbung ist eine dichromatische Färbung und setzt sich aus einem Farbstoff  für die 
Zellkerne (Hämatoxylin) und einem Farbstoff für das Zytoplasma (Eosin) zusammen. 
Hämatoxylin ist ein basischer Farbstoff, der eine hohe Affinität zu der negativ geladenen, 
basophilen Nucleinsäure im Kerninneren hat. Dadurch färben sich die Kerne in H.E. Färbungen 
blau/violett. Eosin ist ein saurer Farbstoff, der an positiv geladene, eosinophile Bestandteile 
im Zytoplasma bindet und diese rosa färbt. Die genaue Durchführung der H.E. Färbung ist im 
Färbeprotokoll Tab. 10 beschrieben. Die Durchführung wurde in Entparaffinierung, H.E. 
Färbung und Dehydrierung der Gewebeschnitte eingeteilt. Während des gesamten 
Färbevorgangs wurden die Objektträger in einer Färbeschaukel gelagert, die zur Inkubation in 
die verschiedenen Chemikalien gesetzt wurde.  
 
Tab.  10 H.E. Färbeprotokoll 
Schritt Chemikalie Dauer  
1 Xylol I 10 min 
2 Xylol II 10 min 
3 Xylol/Ethanol 50 %/50 % 5 min 
4 Ethanol 100 % 3 min 
5 Ethanol 100 % 3 min 
6 Ethanol 96 % 3 min 
7 Ethanol 96 % 3 min 
8 Ethanol 70 % 3 min 
9 Ethanol 50 % 3 min 
10 Destilliertes Wasser 3 min  
11 Mayer Hämatoxylin 7 min 
12 Destilliertes Wasser 10 sek 
13 Fließendes Leitungswasser 10 min 
14 Eosin 3 min 
9 Xylol II 10 min 
10 Xylol III 10 min 
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15 Destilliertes Wasser 10 sek 
16 Ethanol 50 % 3 min 
17 Ethanol 70 % 3 min 
18 Ethanol 96 % 3 min 
19 Ethanol 96 % 3 min 
20 Ethanol 100 % 3 min 
21 Ethanol 100 % 3 min 
22 Xylol/Ethanol 50 %/50 % 5 min 
23 Xylol I 10 min 
24 Xylol II 10 min 
 
Als letzter Schritt wurden die Objektträger mit DPX eingedeckt, mit Gewichten belegt und 
unter dem Abzug über Nacht getrocknet.  
 
2.5.2 Luxol Fast Blue/PAS (LFB/PAS) Färbung  
 
Um im ZNS eine Aussage über die Myelinisierung treffen zu können, wurde die Markscheiden-
Übersichtsfärbung Luxol Fast Blue/Periodsäure-Schiff Reaktion (LFB/PAS) verwendet. Der 
Farbstoff LFB hat eine spezifische Affinität zu Neurokeratin und bindet über Cholinbausteine 
an den Phospholipiden der Markscheiden. Markhaltige Regionen werden tiefblau angefärbt 
und Zellkörper violett. Die Periodsäure-Schiff-Reaktion (PAS) ist ein histochemischer Test für 
Kohlenhydrate, wie Mukopolysaccharide, Glykogen und Cellulose, welche in Bindegewebe 
vorkommen. Die Färbung setzt sich aus einem Färbeschritt und mehreren anschließenden 
Differenzierungsschritten zusammen. Die Färbung begann mit der Entparaffinierung der 
Gewebeschnitte, die nach der zweiten 96 %igen Ethanol-Lösung unterbrochen wurde und das 
Gewebe in die LFB-Färbelösung gestellt wurde (Tab. 11).  
 
Tab.  11 Entparaffinierung Luxol Fast Blue/PAS Färbung 
Schritt Chemikalie Dauer 
1 Xylol II 10 min 
2 Xylol I 10 min  
3 Xylol/Ethanol 50 %/50 % 10 min 
4 100 % Ethanol 5 min 
5 100 % Ethanol 5 min 
6 96 % Ethanol 5 min 
7 96 % Ethanol 5 min 
 
Das Gefäß wurde mit Parafilm und Aluminiumfolie verschlossen und zur Inkubation über 
Nacht im Wärmeschrank bei 61 °C gelagert. Am folgenden Tag wurden die Schnitte in 96 
40 
 
%igem Alkohol gespült, um die überschüssige Farbe zu lösen. Es folgte eine Spülung von 30 
Sekunden in destilliertem Wasser. Zur Differenzierung wurden die Schnitte für zehn Sekunden 
in 0,05 %iger Lithiumcarbonat-Lösung gespült. Um die Schnitte weiter zu differenzieren, 
wurden sie für mindestens zwei Minuten in 70 %igen Alkohol gegeben. Die Einwirkzeit 
variierte für diesen Schritt und musste individuell bestimmt werden. Die Schnitte wurden 
entfernt, sobald die Farbintensität des Gewebes etwas reduziert, aber der Schnitt noch nicht 
zu bleich war.  Zur Unterbrechung der Differenzierung wurden die Schnitte für 30 Sekunden 
in destilliertem Wasser gespült. Im nächsten Schritt wurden die Gewebeschnitte 
mikroskopiert, um zu kontrollieren, ob die graue Substanz farblos und die weiße Substanz in 
blau/türkiser Farbe erscheint. Falls die Farbintensität der Schnitte noch zu kräftig war, wurden 
sie in 0,01 %iger Lithiumcarbonat-Lösung für zehn Sekunden differenziert, worauf eine 
fünfminütige Inkubation in 70 %igem Alkohol und eine Inkubation von 30 Sekunden in 
destilliertem Wasser folgte. In diesem Versuch wurde ein Differenzierungsschritt in 0,05 %iger 
und zwei Differenzierungsschritte in 0,01 %iger Lithiumcarbonat-Lösung durchgeführt. Bis 
zum Beginn der PAS-Reaktion lagerten die Schnitte in destilliertem Wasser.  
Für die PAS-Reaktion wurden die Gewebeschnitte für zwei Minuten in 0,5 %iger 
Perjodsäurelösung oxidiert und daraufhin für 30 Sekunden in destilliertem Wasser gespült. 
Die Objektträger wurden für 6 - 10 Minuten im Schiffschen-Reagenz inkubiert, wodurch die 
Gewebeschnitte leicht rosa gefärbt wurden. Es folgte ein fünfminütiger Spülvorgang im 
Leitungswasser, der die Schnitte dunkel pink färben ließ. Nach einem 30 sekündigen Spülen 
im destilliertem Wasser wurden die Kerne der Gewebeschnitte mit Mayer´s Hämalaun 
gefärbt. Dafür inkubierten die Schnitte 20 Sekunden in Hämalaun und bläuten für fünf 
Minuten unter fließendem Leitungswasser. Nach kurzem Spülen in destilliertem Wasser 
wurde den Schnitten das Wasser mit Hilfe der aufsteigenden Alkoholreihe beginnend mit 80 
% Ethanol entzogen (Tab. 12).  
 
Tab.  12 Aufsteigende Alkoholreihe der LFB/PAS Färbung 
Schritt Chemikalie Dauer 
1 80 % Ethanol 30 sek 
2 96 % Ethanol 1 min 
3 100 % Ethanol 3 min 
4 100 % Ethanol 3 min 
5 Xylol I 3 min 
6 Xylol II 5 min 




Die Objektträger wurden mit DPX eingedeckt, mit Gewichten belegt und über Nacht 
getrocknet.  
 
2.6 Auswertung  
 
Um die in Kapitel 1.4 genannten Arbeitshypothesen zu verifizieren, wurden die 
Gewebeschnitte der Gruppen histologisch aufgearbeitet, die immunhistochemischen 
Färbungen ausgewertet und statistisch verglichen.  
 
2.6.1 Untersuchte Hirnregionen 
 
Im Cuprizone-Modell kommt es zu Demyelinisierung, sowie zur Aktivierung von 
Mikrogliazellen und Astrozyten. Die Demyelinisierung findet hauptsächlich im mCC und 
lateralen Corpus callosum (lCC) statt. In dieser Arbeit wurde die Demyelinisierung mit Hilfe 
der LFB/PAS und anti-PLP Färbung untersucht. Die Aktivierung und Proliferation von 
Mikrogliazellen, die zum größten Teil im lCC stattfindet, wurde mit der anti-IBA1 und anti-
MAC-3 Färbung untersucht.  
Im Cup/EAE-Modell kommt es zur Entstehung von inflammatorisch-demyelinisierenden 
Herden in Form von perivaskulären Infiltraten (PVC) und damit verbunden zur Einwanderung 
peripherer Immunzellen ins ZNS. Um die Anzahl, Lage und Zelltypen der PVCs zu bestimmen, 
wurde die histologische Übersichtsfärbung H.E. genutzt. Mit Hilfe der anti-CD4 Färbung wurde 
untersucht, ob und wie viele CD4+-Immunzellen in das CC und in den Kortex eingewandert 
sind.   
Um diese ZNS Bereiche zu untersuchen, wurden vor der histologischen Auswertung der 
verschiedenen Färbungen sogenannte „regions of interest“ (ROIs) definiert. In dieser Arbeit 
wurden die Hirnregionen 215 auf Höhe der vorderen Kommissur und 265 auf Höhe des 
rostralen Hippocampus der Versuchstiere untersucht. Die ROIs für das Cuprizone- und 




2.6.2 Beurteilung und Auswertung der einzelnen Versuche 
 
Die histologisch bearbeiteten Schnitte wurden mit Kameras und integriertem Scanprogramm 
digitalisiert und als Tiff- bzw. WSI-Datei gespeichert. Jede digitalisierte Datei wurde mit 
Zahlencodes verblindet und anschließend ausgewertet. Durch die Verblindung des 
Datensatzes, konnten die Untersucher nicht wissen welches Tier ausgewertet wurde und 
somit konnte eine unverzerrte Auswertung der Daten gewährleistet werden. Jeder Versuch 
wurde doppelt ausgewertet, um die Reproduzierbarkeit der Daten zu untersuchen. 
  
2.6.2.1 Luxol Fast Blue/PAS Färbung der Großhirnschnitte 
 
Es wurde jeweils ein Hirnschnitt aller Tiere der Kontrollgruppe (n = 5, TN456-460), der 
Cup/Veh-Gruppe (n = 11, TN461-465, TN471-474, TN484) und Cup/Laq-Gruppe (n = 10, 
TN466-470, TN476-480) der Region 215 und Region 265 mit der LFB/PAS Färbung histologisch 
aufgearbeitet. Insgesamt wurden jeweils 26 Schnitte der Region 215 und 265 gefärbt. Ein 
Gewebeschnitt der Kontrollgruppe der Region 215 und der Region 265 wurde mikroskopiert 
und mit der Kamera MQD42070 (ID 106910-09, Basler AG, Ahrensburg, Deutschland) und dem 
Mannual WSI Scanner (1.000 für Windows, Microvisioneer, Freising, Deutschland) 
aufgenommen.  
Für die Region 215 wurde eine Staging-Methode zur Beurteilung der Myelinisierung des lCC 
entwickelt. Hierfür wurden beide Gehirnhemisphären in fünf Stages à 18° aufgeteilt. Mittels 
dieser Vorlage wurden alle 26 Schnitte mikroskopiert und entsprechend mit einem Zahlenwert 
B A 
Abb. 10 Untersuchte ROIs im Cuprizone- und Cup/EAE-Modell.  
pScx: primär Somatosensorischer Kortex; mCC: mediales Corpus Callosum; lCC: laterales Corpus Callosum. A H.E. Färbung der 
Region 215 mit markierten ROIs pScx, mCC, lCC. B H.E. Färbung der Region 265 mit markierten ROIs pScx, mCC, lCC.  
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von 1 - 5 bewertet. Diese Auswertung wurde für beide Hemisphären an zwei unterschiedlichen 
Tagen durchgeführt und gemittelt (Abb. 11). 
Mit der Datei der Region 265 wurde eine weitere Staging-Methode entwickelt. In den 26 
Gewebeschnitten der Region 265 war die Demyelinisierung im mCC zwischen der Veh- und 
Laq-Gruppe sehr unterschiedlich (Abb. 12 A, B). Für die Methode wurden die Objektträger 
verblindet und in Bezug auf ihren Myelinisierungsgrad im mCC in eine Reihe sortiert. 
Begonnen wurde mit Schnitten mit starker Myelinisierung bis zu Schnitten mit kaum 








Abb. 11 Schematische Darstellung der Staging-Methode der LFB/PAS Färbung, Region 215. 
Abb. 12 Immunhistochemischer Nachweis von LFB/PAS, Region 265.  
 A LFB/PAS Färbung in Cup/Veh-Mäusen [TN462]. B LFB/PAS Färbung in Cup/Laq-Mäusen [TN478]. Die Pfeile in Bild A und B 
kennzeichnen das mCC.  
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2.6.2.2 Anti-PLP Färbung 
 
Jeweils ein Gewebeschnitt der Region 265 jedes Versuchstiers der Gruppe A, B und C (Ko n = 
5, Cup/Veh n = 11, Cup/Laq n = 10) wurden gegen PLP gefärbt. PLP ist ein Protein der 
Myelinscheide im ZNS und wurde zur Beurteilung der Myelinisierung verwendet. Zur Messung 
der anti-PLP Färbeintensität im mCC wurde eine densitometrische Messung durchgeführt. 
Hierfür wurden alle 26 histologisch aufgearbeiteten Schnitte mit dem Zeiss Mirax Midi Scanner 
(Carl Zeiss MircoImaging GmbH, Jena, Deutschland) aufgenommen, als Tiff-Datei gespeichert, 
verblindet und mit dem ImageJ Programm (Version 1.50i für Windows, National Institute of 
Health, USA) bearbeitet. 
Im ersten Schritt wurden die 26 histologischen Bilder in das ImageJ Programm importiert und 
in eine „8-bit-Graustufen“-Datei umgewandelt. Danach wurde in jeder Datei die individuelle 
ROI manuell umrandet und abgespeichert (Abb. 13 A). Die ROI „mCC“ wurde als Fläche des 
CCs zwischen beiden Cinguli (Markierung Pfeil) definiert (Abb. 13 A). Um alle histologischen 
Bilder unter den gleichen Bedingungen auszuwerten, wurde ein einheitlicher Schwellenwert 
(Threshold) für die Auswertung verwendet. Hierfür wurde die Funktion Autothreshold an 
jeweils einer helleren und dunkleren Datei jeder Gruppe angewendet. Bei dieser Funktion 
wendete das Programm 16 Schwarzweiß-Thresholds an und es wurde der passendste 
Threshold für die drei Gruppen ausgesucht (Abb. 13 B). Um die Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse zu testen, wurden zwei Thresholds (Default & Moments) verwendet und 
verglichen.  
Abb. 13 PLP Auswertung, Region 265. 
A Darstellung der ROI „mCC“ in Cup/Laq-Mäusen. B Darstellung des Autothresholds des Programms ImageJ. Der Pfeil im Bild 









2.6.2.3 Anti-IBA1 Färbung 
 
„Ionizing calcium-binding adaptor molecule 1“ (IBA1) ist ein Protein, das vor allem in 
Mikrogliazellen aber auch in Monozyten exprimiert und bei Aktivierung dieser Zellen 
hochreguliert wird. Die Schnitte der Region 215 und 265 der 26 Versuchstiere der Gruppe A, 
B und C (Ko n = 5, Cup/Veh n = 11, Cup/Laq n = 10) wurden gegen IBA1 histologisch gefärbt.  
Um die Anzahl an aktivierten Mikrogliazellen im lCC der Region 215 zu bestimmen, wurden 
alle 26 Schnitte mit der Kamera MQD42070 und dem Mannual WSI Scanner aufgenommen. 
Um die histologischen Bilder vergleichen zu können, wurde jedes Bild unter den gleichen 
Bedingungen (20x, Pixelgröße 5,86 µm, Kameraadapter Vergrößerung: 0,7, Weißabgleich 
durchgeführt) aufgenommen. Die WSI-Dateien wurden verblindet und konnten mit Hilfe des 
View Point Online Programms (Version 1.0.0.8 für Windows, PreciPoint GmbH, Freising, 
Deutschland) geöffnet und bearbeitet werden.  
Das lCC wurde als ROI in jeder Datei manuell umrandet und seine Fläche (mm2) bestimmt. 
Anschließend wurden alle positiv gefärbten Zellen markiert und gezählt. Aus der Anzahl der 
markierten Zellen und der Fläche wurde ein Quotient gebildet, der die Dichte der Zellen 
widerspiegelte (Abb. 14 A, B, C). 
Abb. 14 Bestimmung der Mikrogliazelldichte in Anti-IBA1 Färbungen. 
A Anti-IBA1-Zellzählung im lCC mittels ViewPoint Online in Kontrollmäusen [TN458], Region 215. B Anti-IBA1-Zellzählung 
mittels Viewpoint in Cup/Veh-Mäusen [TN463], Region 215. C Anti-IBA1-Zellzählung mittels Viewpoint in Cup/Laq-Mäusen 
[TN467], Region 215. D Detailansicht des mCC in Kontrollmäusen [TN459], Region 265. E Detailansicht des mCC in Cup/Veh-
Mäusen [TN461] , Region 265. F Detailansicht des mCC in Cup/Laq-Mäusen [TN467], Region 265. Der Pfeil im Bild D 
kennzeichnet das Cingulum der rechten Hemisphäre.  
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Um das mCC der Region 265 auszuwerten, wurde eine weitere Staging-Methode mit 5 Stages 
(0, 1, 2, 3, 4) entwickelt. Hierfür wurden die Objektträger verblindet und mikroskopiert. Als 
mCC wurde die Region zwischen beiden Cinguli (Pfeil Markierung) definiert (Abb. 14 D). Das 
Stage 0 wurde vergeben, wenn sich keine positiven Mikrogliazellen im mCC befanden. Im 
Gegensatz dazu wurde das Stage 4 vergeben, wenn das mCC voll mit positiven Mikrogliazellen 
durchsetzt war (Abb. 14 D, E, F). 
 
2.6.2.4 Anti-MAC-3 Färbung 
 
MAC-3 ist ein Glykoprotein, dass von Makrophagen und Mikrogliazellen produziert wird und 
dient als Aktivitätsmarker für Makrophagen und Mikrogliazellen. Die Schnitte der Region 215 
und 265 der 26 Versuchstiere der Gruppe A, B und C (Ko n = 5, Cup/Veh n = 11, Cup/Laq n = 
10) wurden gegen MAC-3 histologisch gefärbt.  
Die Objektträger der Region 215 wurden mit der Kamera MQD42070 und dem Mannual WSI 
Scanner aufgenommen und entsprechend des Verfahrens der IBA1-Auswertung behandelt 
(Abb. 15 A, B, C). Die histologischen Schnitte der Region 265 der Kontroll-, Cup/Veh- und 
Cup/Laq-Gruppe  variierten stark im Myelinisierungsgrad des mCC, welcher densitometrisch 
 
Abb. 15 Bestimmung der Mikrogliazelldichte in Anti-MAC-3 Färbungen, Region 215 und Region 265. 
A ROI lCC in Kontrollmäusen [TN458], Region 215. B ROI lCC in Cup/Veh-Mäusen [TN472], Region 215. C ROI lCC in Cup/Laq-
Mäusen [TN468], Region 215. D Detailansicht mCC in Kontrollmäusen [TN459], Region 265. E Detailansicht mCC in Cup/Veh-
Mäusen [TN465], Region 265. F Detailansicht mCC in Cup/Laq-Mäusen [TN479], Region 265.  
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ausgewertet wurde. Alle 26 histologisch aufgearbeiteten Schnitte wurden mit dem Zeiss Mirax 
Midi Scanner aufgenommen, als Tiff-Datei gespeichert und mit dem ImageJ Programm 
entsprechend des Auswertungsverfahrens der anti-PLP Färbung ausgewertet. Um die 
Reproduzierbarkeit der Daten zu testen, wurden zwei Thresholds (Yen und Moments) 
angewendet.  
  
2.6.2.5 Quantifizierung von [18F]-GE-180 im PET-CT 
    
Der TSPO Ligand GE180 ist ein 18 kDa schweres Transportprotein, das auf der äußeren 
Mitochondrienmembran von aktivierten Mikrogliazellen und Astrozyten exprimiert wird 
(Nack et al., 2019). Eine erhöhte TSPO-Expression im ZNS der Versuchstiere kennzeichnet eine 
Mikrogliaaktivierung (Crawshaw and Robertson, 2017). 
Zur Bestimmung der aktivierten Mikrogliazellen wurde die TSPO-Expression [kBq/cc] im mCC 
und lCC der Versuchstiere bestimmt. Dafür wurde in der fünften Versuchswoche von vier 
Mäusen pro Kontroll-, Cup/Veh-, und Cup/Laq-Gruppe in-vivo eine Positron-Emissions-
Tomographie mit Computer-Tomographie (PET-CT) durchgeführt. Die Messungen wurden mit 
einem Siemens Inveon DPET (Siemens, Knoxville, Tennessee) durchgeführt und folgten 
standardisierten Protokollen für Radiochemie (Brendel et al., 2016). Die Aktivität der 
zerebralen Mikrogliazellen wurde mit dem Tracer [18F]-GE-180 (11,8 ± 2,2 MBq) mit einem 
Emissionsfenster von 60 - 90 min p.i. gemessen. Hierfür wurden die zwölf Versuchstiere 
nacheinander in einen Glaskolben gesetzt und mit Isofluran inhalativ narkotisiert. Zur Injektion 
des radioaktiv markierten Tracers wurde die laterale Schwanzvene der Versuchstiere 
punktiert und 200 µl Lösung appliziert. Es wurde je ein Scan in der R215 und der R265 
aufgenommen. Die Höhe der Expression wurde in kBq/cc gemessen und die Ergebnisse mit 
dem Programm PMOD (V3.5, PMOD Technologies, Basel, Schweiz) analysiert. Die TSPO Werte 
aus zwei verschiedenen „Volumes of interest“ (VOIs) (mCC = 7,7 mm3 , analog zur R265 ROI 
und lCC = 3,7 mm3, analog zur R215 ROI) wurden extrahiert und die drei Gruppen 
untereinander verglichen. Für die statistische Auswertung zwischen den drei Gruppen 






2.6.2.6 Luxol-Fast-Blue/PAS Färbung des Rückenmarks  
 
Zur Bestimmung der inflammatorischen Demyelinisierung im Rückenmark der Versuchstiere 
wurden zwei Rückenmarkspräparate jedes Tiers der CupEAE/Veh- (n = 5, TN485-489) und 
CupEAE/Laq-Gruppe (n = 5, TN490-494) gegen LFB/PAS gefärbt.  
Abb. 16  Bestimmung des inflammatorischen Index im Rückenmark [TN487]. 
A Bestimmung der gesamten Rückenmarksfläche und der grauen Substanz. Berechnung der weißen Substanz als Subtraktion 
der gesamten Rückenmarksfläche minus der grauen Substanz.  B Flächenbestimmung einer Region mit entzündlicher 
Demyelinisierung. C Darstellung der gesamten Rückenmarksfläche, der grauen Substanz und sechs Regionen mit 
inflammatorischer Demyelinisierung. Berechnung des Inflammationsindex als Quotient aus der Summe der demyelinisierten 




Im ersten Schritt wurde die gesamte Rückenmarksfläche (Ages) und die graue Substanz (AgS) 
der zehn Versuchstiere gemessen. Als Subtraktion der gesamten Rückenmarksfläche minus 
der grauen Substanz wurde die weiße Substanz (AwS) bestimmt (Abb. 16 A). Im nächsten 
Schritt wurde die Fläche einzelner demyelinisierter Areale (Adem) bestimmt (Abb. 16 B). 
Demyelinisierte Areale kennzeichneten sich durch den Verlust von LFB Farbstoff. Der 
Inflammationsindex berechnete sich aus der Summe der demyelinisierten Läsionen 
(∑ 𝐴𝑑𝑒𝑚) in Bezug auf die weiße Substanz des Rückenmarks (Abb. 16 C). 
 
2.6.2.7 H.E. Färbung  
 
Die Schnitte der Region 215 und 265 der CupEAE/Veh- (n = 5, TN 485-489) und CupEAE/Laq-
Gruppe (n = 5, TN490-494) wurden mit der H.E. Färbung histologisch aufgearbeitet. Mit Hilfe 
dieser Übersichtsfärbung wurden die inflammatorischen Bereiche in Form von PVCs 
quantifiziert. Venöse Blutgefäße mit deutlicher Anhäufung von Zellen im perivaskulären Raum 
wurden als PVC definiert (Abb. 17 A).  
Zur Quantifizierung der PVCs wurde das Bild der Region 215 des Sidman Mouse Brain Atlas als 
Vorlage für jedes Tier (TN485-494) einmal ausgedruckt und darin die PVCs gekennzeichnet. 
Die Objektträger wurden verblindet, mikroskopiert und die PVCs in der Vorlage des Sidman 
Mouse Brain Atlas markiert und quantifiziert (Abb. 17 B). Das gleiche Verfahren wurde für die 
Region 265 durchgeführt.  
 
Abb. 17 Auswertung der PVCs. 
 A Detailansicht eines PVC aus CupEAE/Veh-Mäusen [TN485], Region 265. B Auswertmethode der HE Schnitte. Der Pfeil 






2.6.2.8 Anti-CD4 Färbung 
 
„Cluster of Differentiation 4“ (CD4) ist ein Co-Rezeptor, welcher auf der Oberfläche von T-
Helferzellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten sowie B-Zellen exprimiert wird. In 
gesundem Hirngewebe sollten keine CD4+-Zellen aufzufinden sein. Mit der EAE-
Immunisierung bilden sich autoreaktive T-Zellen, die ins ZNS immigrieren und mit Hilfe der 
anti-CD4 Färbung detektiert werden können. 
Ein Objektträger jedes Tiers der Region 215 und Region 265 der CupEAE/Veh- (n = 5, TN485-
489) und CupEAE/Laq-Gruppe (n = 5, TN490-494) wurde histologisch gegen CD4 gefärbt. Es 
wurden der primär somatosensorische Kortex (pScx) und das mCC zur CD4-Zell 
Quantifizierung ausgewählt. Die 20 Schnitte wurden mit der Kamera MQD42070 und dem 
Mannual WSI Scanner aufgenommen, verblindet und mit dem View Point Online Programm 
bearbeitet. Die ROI (pScx, mCC) wurde manuell umrandet, die Fläche (mm2) bestimmt und die 




Abb. 18 Quantifizierung der CD4+-Zellen, Region 215. 
A CD4-Zellzählung in der ROI mCC von CupEAE/Veh-Mäusen [TN487]. B CD4-Zellzählung in der ROI pScx von CupEAE/Laq-
Mäusen [TN491]. Die Kreuze markieren CD4+-Zellen.  
 
A B 
1 mm 200 µm 
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2.7 Statische Darstellung und Auswertung  
 
Die erhobenen Daten wurden mit dem Programm GraphPad Prism (Version 7.0c für Mac, 
GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA) statistisch ausgewertet und grafisch dargestellt. 
Für den Vergleich der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe wurde eine Varianzanalyse 
(engl. analysis of variance ANOVA) durchgeführt. Da es sich hierbei um nichtparametrische, 
ordinalskalierte Daten handelte, wurde beim Vergleich der drei Gruppen ein Kruskal-Wallis-
Test gefolgt von einem „Dunn´s multiple comparison Test“ angewendet. Um die CupEAE/Veh- 
und CupEAE/Laq-Gruppe auf ihre Signifikanz zu untersuchen, wurde ein ungepaarter Mann-
Whitney-Test angewendet. Alle Daten wurden als Mittelwert ± Standartfehler (engl. Standard 
Error of the Mean SEM) angegeben. Bei Erreichen des Signifikanzwertes (p < 0,05) wurde der 
Versuch als signifikant gewertet (* 0.010 ≤ p < 0.05, ** 0.001 ≤ p < 0.01, *** p < 0.001, **** p 
< 0,0001). Der angewendete statistische Test ist in der entsprechenden 
Abbildungsbeschreibung und der dazugehörigen Tabelle des jeweiligen Versuchs genannt. 
Zur Auswertung des Zusammenhangs zwischen Demyelinisierung und Mikrogliose wurden die 
Werte der LFB/PAS Stages und die Dichte der IBA1+-Zellen von zehn Versuchstieren (Cup/Veh-
Gruppe n = 5, Cup/Laq-Gruppe n = 5) auf ihre Korrelation getestet. Es wurde von einer 
einfachen linearen Regression von zwei metrischen Größen X und Y ausgegangen. Zur 
Berechnung der linearen Regression wurden die Werte auf die Ordinate und Abszisse 
aufgetragen und eine Ausgleichsgerade durch die Punktewerte gelegt. Mit dieser 
Ausgleichsgerade sollte der lineare Zusammenhang zwischen X und Y möglichst gut 
beschrieben werden. Für die Gerade ergab sich eine Steigung von 318,1 ± 90,11 und ein Wert 
von Y = -507,6 ± 293,0 bei X = 0. Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang (**p = 0,0077) 









In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der Immunhistochemischen Färbungen und die  
statistische Auswertung der Daten dargestellt. In Kapitel 3.1 ist der Vergleich der 
Versuchsgruppe A, B und C erläutert. In Kapitel 3.2 sind dahingegen die Unterschiede zwischen 
den Versuchsgruppen D und E ausformuliert.  
 
3.1 Vergleich der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe 
 
Im ersten Teil des Experiments wurde die Cuprizone-induzierte intrinsische 
Neurodegeneration in der Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe verglichen. Diese intrinsische 
Neurodegeneration wurde mit Hilfe der LFB/PAS, anti-PLP, anti-IBA1 und anti-MAC-3 Färbung 
untersucht und die Ergebnisse in den folgenden Kapiteln dargestellt. 
 
3.1.1 Luxol Fast Blue/PAS Färbung 
 
Mit der LFB/PAS Färbung wurde eine durch Laquinimod verursachte potenzielle Protektion 
von Oligodendrozyten und folglich verminderte Demyelinisierung im Cuprizone-Modell 
untersucht.  
Die Ergebnisse der Region 215 sind in Abb. 19 A - D dargestellt. In den Kontrollschnitten wurde 
ein hypo- bis normozelluläres Bild mit deutlicher Myelinisierung im CC und im Striatum 
beobachtet (Pott et al., 2009). Im Vergleich dazu führte die Cuprizone-Intoxikation in Cup/Veh-
Schnitten auf Höhe der vorderen Kommissur (Region 215) zu einem hyperzellulärem Bild mit 
deutlicher Demyelinisierung im lCC und im Striatum. Wie in Abb. 19 A dargestellt, kam es im 
Bereich des lCC der Cup/Veh-Gruppe zur Abnahme der LFB/PAS Färbeintensität. Die 
Laquinimod-Behandlung reduzierte die Cuprizone-induzierte Demyelinisierung und führte zu 
einem normozellulären Bild mit deutlicher Myelinisierung des lCC (Abb. 19 A). Das Staging des 
Myelinisierungsgrades des lCC der beiden Hirnhemisphären wurde an zwei unterschiedlichen 
Tagen durchgeführt und gemittelt. Dabei ergab sich ein Mittelwert von 1,9 ± 0,10 für die 
Kontrollgruppe, 3,2 ± 0,19 für die Cup/Veh-Gruppe und 2,2 ± 0,13 für die Cup/Laq-Gruppe. Im 
Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (***p = 0,0008) zwischen den drei 
Versuchsgruppen (Tab. 13). Zusammenfassend führte die Gabe von Laquinimod zu einer 
deutlichen Reduktion an Cuprizone-induzierter Demyelinisierung im Striatum und lCC der 




Abb. 19 Immunhistochemischer Nachweis von LFB/PAS in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe in R215. 
A LFB/PAS Färbung in repräsentativen Ausschnitten des Striatums im Frontalschnitt der Kontroll- [TN456], Cup/Veh- [TN471] 
und Cup/Laq-Gruppe [TN467]. Die Pfeilspitzen markieren myelinisierte Bereiche im Striatum der Cup/Laq-Gruppe. B LFB/PAS 
Färbung in repräsentativen Ausschnitten des lCC im Frontalschnitt der Kontroll- [TN456], Cup/Veh- [TN471] und Cup/Laq-
Gruppe [TN467]. Pfeilspitzen markieren myelinisierte Bereiche des lCC. C Staging Methode des linken lCCs in 5 Stages à 18°. D 
Grafische Auswertung der Staging Methode des lCC in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe. Die Unterschiede 
zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von einem Dunns-Test, auf statistische Signifikanz 
geprüft; **p = 0,0019 für Ko vs. Cup/Veh, *p = 0,019 Cup/Veh vs. Cup/Laq. 
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Tab.  13 Zusammenfassung der Staging Ergebnisse der LFB/PAS Färbung, Region 215 
Angabe als Mittelwert ± SEM. † Kruskal-Wallis-Test  
Versuchsgruppen Kontrolle 
Mittelwert ± SEM 
Cup/Veh 
Mittelwert ± SEM 
Cup/Laq 
Mittelwert ± SEM 
P 
lCC, R215 1,9 ± 0,10 3,2 ± 0,19 2,2 ± 0,13 0,0008† 
 
Die Auswertung der Myelinisierung auf Höhe des rostralen Hippocampus (Region 265) ist in 
Abb. 20 A, B dargestellt. Abb. 20 A zeigt das mCC von Schnitten der Kontrollgruppe mit starker 
LFB/PAS Färbeintensität. In Cup/Veh-Schnitten zeigte sich eine deutliche Abnahme der 
LFB/PAS Färbeintensität im mCC (Abb. 20 A). Durch die Laquinimod-Gabe wurde die 
Cuprizone-induzierte Demyelinisierung im mCC deutlich reduziert. Als Staging Methode für 
die Region 265 wurden die 26 verblindeten Objektträger mikroskopiert und in eine Reihe in 
Bezug auf ihren Myelinisierungsgrad im mCC sortiert. Abb. 20 B zeigt, dass die Hirnschnitte 
der Cup/Laq-Gruppe eindeutig identifiziert wurden und als stärker myelinisiert eingeteilt 
wurden als die Schnitte der Cup/Veh- und Kontrollgruppe.  
Die Auswertung der LFB/PAS Färbung zeigte, dass die Laquinimod-Gabe zu einer deutlichen 
Protektion von Oligodendrozyten und Reduktion an Cuprizone-induzierter Demyelinisierung 
im CC und Striatum auf Höhe der vorderen Kommissur und auf Höhe des rostralen 
Hippocampus führt. Um diese neuroprotektive Wirkung auf die Myelinisierung zu bestätigen, 
wurden die gleichen Hirnregionen im nächsten Schritt gegen das Myelinprotein PLP gefärbt 





Abb. 20 Immunhistochemischer Nachweis von LFB/PAS in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe in R265. 
A LFB/PAS Färbung in repräsentativen Ausschnitten des mCC im Frontalschnitt der Kontroll- [TN456], Cup/Veh- [TN462] und 
Cup/Laq-Gruppe [TN478]. B Staging Reihe in Bezug auf die Myelinisierung des mCC. Die erste Spalte zeigt die Behandlung der 
Versuchstiere (Ko = Kontrollgruppe, Laq = Cup/Laq-Gruppe, Veh = Cup/Veh-Gruppe). Die zweite Spalte zeigt die Tiernummer 
an. Die Schnitte der Cup/Veh-Gruppe wurden eindeutig als stärker demyelinisiert eingestuft als Schnitte der Cup/Laq-Gruppe.   
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3.1.2 Anti-PLP Färbung  
 
Um den neuroprotektiven Effekt von Laquinimod auf Myelinisierung zu bestätigen, wurde die 
anti-PLP Färbung verwendet. Bei der Auswertung der Myelinisierung mit Hilfe der anti-PLP 
Färbung wurde das mCC auf Höhe des rostralen Hippocampus untersucht. Zur 
Dichtebestimmung der anti-PLP Färbeintensität wurden zwei Thresholds (Default und 
Moments) angewendet (Abb. 21 A, B, C Tab. 14). Durch diese doppelte Auswertung wurde die 
Reproduzierbarkeit der Daten kontrolliert. Es ergaben sich ähnliche Werte für beide 
Thresholds. Im weiteren Verlauf wurde die Auswertung mit dem Threshold „Default“ weiter 
beobachtet (Abb. 21 B). 
 
Tab.  14 Zusammenfassung der Dichtebestimmung im mCC der anti-PLP Färbung, Region 265 
Angabe als Mittelwert ± SEM, Einheit %, †Kruskal-Wallis-Test 
Versuchsgruppen Kontrolle 
Mittelwert ± SEM 
[%] 
Cup/Veh 
Mittelwert ± SEM 
[%] 
Cup/Laq 
Mittelwert ± SEM 
[%] 
P 
mCC, Default 91,94 ± 4,10 26,77 ± 2,63 95,88 ± 1,49 0,0002† 
mCC, Moments 93,46 ± 3,40  29,91 ± 2,61 96,38 ± 1,38 0,0002† 
 
In Kontrolltieren zeigte sich eine hohe anti-PLP Färbeintensität mit einem Flächenanteil von 
91,94 ± 4,10 [%] in der ROI mCC (Abb. 21 A). Im Vergleich dazu zeigte sich in der Cup/Veh-
Gruppe eine deutliche Abnahme an anti-PLP Färbeintensität im mCC mit einem Flächenanteil 
von 26,77 ± 2,63 [%] (Abb. 21 A). In der Cup/Laq-Gruppe wurden dahingegen eine hohe anti-
PLP Färbeintensität im mCC beobachtet und ein Flächenanteil von 95,88 ± 1,49 [%] bestimmt 
(Abb. 21 A). Im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (***p = 0,0002) 
zwischen den drei Versuchsgruppen für beide Thresholds (Tab. 14).  
Die deutliche anti-PLP Färbeintensität in Laquinimod-behandelten Tieren im Vergleich zu 
Vehikel-Tieren bestätigte eine neuroprotektive Wirkung von Laquinimod auf 
Oligodendrozyten und auf den Erhalt der Myelinisierung des mCC auf Höhe des rostralen 
Hippocampus. Um den Einfluss von Laquinimod auf die Aktivierung von Mikrogliazellen und 









Abb. 21 Immunhistochemischer Nachweis von PLP im mCC der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe in 
Region 265. 
A Anti-PLP Färbung in repräsentativen Ausschnitten des mCC im Frontalschnitt der Kontroll- [TN459], Cup/Veh- [TN465] und 
Cup/Laq-Gruppe [TN470]. B Densitometrische Auswertung zur Bestimmung der anti-PLP Färbeintensität im mCC. Threshold 
„Default“ wurde angewendet. C Densitometrische Auswertung zur Bestimmung der anti-PLP Färbeintensität im mCC. 
Threshold „Moments“ wurde angewendet. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-
Test, gefolgt von einem Dunns-Test, auf statistische Signifikanz geprüft; **p < 0,01 für Ko vs. Cup/Veh und Cup/Veh vs. 
Cup/Laq für beide Thresholds.   
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3.1.3 Anti-IBA1 Färbung 
 
Mit Hilfe der histologisch aufgearbeiteten Schnitte der anti-IBA1 Färbung wurden die 
aktivierten Mikrogliazellen und Monozyten in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe 
verglichen. Diese Färbung wurde verwendet, um die durch Laquinimod reduzierte Mikrogliose 
in Cuprizone-intoxikierten Mäusen zu bestätigen.  
In Abb. 23 A wurde das lCC der Region 215 der jeweiligen Gruppe detailliert dargestellt. In 
Kontrolltieren zeigten sich vereinzelte Mikrogliazellen im lCC (Abb. 23 A). Im Vergleich dazu 
zeigten sich im lCC von Versuchstieren der Cup/Veh-Gruppe viele aktivierte Mikrogliazellen. 
Die Pfeilspitzen markieren aktivierte Mikrogliazellen (Abb. 23 A). Die Laquinimod-Gabe führte 
in Tieren der Cup/Laq-Gruppe zu einer deutlichen Reduktion an aktivierten Mikrogliazellen im 
lCC (Abb. 23 A). Die ROI lCC der Cup/Laq-Gruppe zeigte vergleichbare geringe Anzahl an IBA1+-
Zellen wie die ROI lCC der Kontrollgruppe. Die statistische Auswertung der IBA1-Zelldichte des 
lCC ergab einen Wert von 50,34 ± 10,57 [1/mm2] für die Kontrollgruppe, 474,00 ± 86,44 
[1/mm2] für die Cup/Veh-Gruppe und 86,11 ± 4,29 [1/mm2] für die Cup/Laq-Gruppe. Der 
Kruskal-Wallis-Test zeigte einen signifikanten Unterschied (****p < 0,0001) zwischen den drei 
Versuchsgruppen (Abb. 23 B, Tab. 15). Die Laquinimod-Gabe führte in Cuprizone-intoxikierten 
Mäusen zu einer deutlich reduzierten Mikrogliose im lCC auf Höhe der vorderen Kommissur. 
  
Tab.  15 Zusammenfassung der Ergebnisse der anti-IBA1 Auswertung 
Angabe als Mittelwert ± SEM, Einheit 1/mm2, †Kruskal-Wallis-Test, + gilt nur für lCC, R215 und lCC, R265. 
Versuchsgruppen Kontrolle 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2]+ 
Cup/Veh 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2]+ 
Cup/Laq 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2]+ 
P 
lCC, R215 50,34 ± 10,57 474,00 ± 86,44 86,11 ± 4,29 <0,0001† 
lCC, R265 47,78 ± 10,10 252,00 ± 35,05 67,20 ± 7,08 0,0001† 
mCC, R265 1,00 ± 0,00 2,82 ± 0,23 1,00 ± 0,00 <0,0001† 
 
Die gleiche Auswertung wurde im lCC der Region 265 der drei Versuchsgruppen durchgeführt. 
Hier ergab sich ein Wert von 47,78 ± 10,10 [1/mm2] für die Kontrollgruppe, 252,00 ± 35,05 
[1/mm2] für die Cup/Veh-Gruppe und 67,2 ± 7,08 [1/mm2] für die Cup/Laq-Gruppe. Der 
Kruskal-Wallis-Test zeigte einen signifikanten Unterschied (***p = 0,0001) zwischen den drei 
Versuchsgruppen (Tab. 15). Die Ergebnisse wurden nicht grafisch dargestellt.  
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In Abb. 23 C ist die anti-IBA1 Färbung im mCC  der Region 265 dargestellt. Im mCC der 
Kontrollgruppe zeigte sich eine helle anti-IBA1 Färbeintensität mit vereinzelten 
Mikrogliazellen (Abb. 23 C). Im mCC der Cup/Veh-Gruppe zeigte sich eine zellreiche, 
dunkelgefärbte anit-IBA1 Färbeintensität (Abb. 23 C). In der ROI mCC der Cup/Laq-Gruppe 
zeigte sich eine deutlich geringere Mikrogliose mit wenigen IBA1+-Zellen (Abb. 23 C). Beim 
Staging der Mikrogliazelldichte des mCC der Region 265 ergab sich für die Cup/Laq-Gruppe 
und die Kontrollgruppe ein Staging von 1,00 ± 0,00. Im Vergleich dazu wurden die Schnitte der 
Cup/Veh-Gruppe mit einem Mittelwert von 2,8 ± 0,23 gestaged (Abb. 23 D, Tab. 15). Die 
Varianzanalyse ergab einen signifikanten Unterschied (****p < 0,0001) zwischen den drei 
Versuchsgruppen (Tab. 15).    
In Abb. 22 ist die Ausgleichsgerade zwischen der Demyelinisierung (LFB/PAS) und der 
Mikrogliose (IBA1) dargestellt. Auf der Ordinate des Graphen sind für jeweils fünf 
Versuchstiere aus der Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe die Dichte der IBA1+-Zellen [1/mm2] im 
lCC der Region 215 dargestellt. Auf der Abszisse sind die Stages der LFB Färbung der Region 
215 der gleichen Versuchstiere aufgetragen. In der Cup/Veh-Gruppe zeigte sich, dass eine 
starke Mikrogliose (hohe IBA1+-Zelldichte) mit starker Demyelinisierung des lCC (hohe 
LFB/PAS Stages) in Region 215 zusammenhängt. In der Cup/Laq-Gruppe korrelierten geringe 
Mikrogliose (geringe IBA1+-Zelldichte) mit geringer Demyelinisierung des lCC (niedrige 
LFB/PAS Stages). Die Ergebnisse der linearen Regression zeigten einen signifikanten 
Zusammenhang (**p = 0,0077) zwischen der Demyelinisierung und Mikrogliose in Vehikel- 
bzw. Laquinimod-behandelten Tieren (Abb. 22). 
Zusammenfassend führte die Laquinimod-Gabe zu Neuroprotektion und deutlich geringerer 
Mikrogliose im CC auf Höhe der vorderen Kommissur und des rostralen Hippocampus. Im 
nächsten Schritt wurde die Expression des Aktivitätsmarker MAC-3 auf Makrophagen und 





















1000 Abb. 22 Lineare Regression zwischen der Demyelinisierung 








3.1.4 Anti-MAC-3 Färbung 
 
Mit der anti-MAC-3 Färbung wurde untersucht, ob Laquinimod die Expression von dem 
Aktivitätsmarker MAC-3 in Makrophagen und Mikrogliazellen herunter reguliert.  
Abb. 24 A zeigt den immunhistochemischen Nachweis von MAC-3 im lCC der Region 215 in 
Kontroll-, Cup/Veh-, und Cup/Laq-Tieren. In Kontrolltieren zeigten sich wenige MAC-3+-Zellen 
sowie eine MAC-3-Zelldichte von 0,30 ± 0,30 [1/mm2] im lCC (Abb. 24 A, B). In der Cup/Veh-
Gruppe zeigte sich ein hyperzelluläres MAC-3+-Bild und eine MAC-3-Zelldichte von 417,1 ± 
77,66 [1/mm2] (Abb. 24 A, B). Im Unterschied dazu wurden in Cup/Laq-Tieren nur vereinzelte 
MAC-3+-Zellen quantifiziert und eine MAC-3-Zelldichte von 0,82 ± 0,55 [1/mm2] bestimmt 
(Abb. 24 A, B). Abb. 24 B zeigt den statischen Unterschied der MAC-3-Zelldichte im lCC auf 
Höhe der vorderen Kommissur. Im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied 
(****p < 0,0001) zwischen den drei Versuchsgruppen. Laquinimod führte zu einer deutlichen 
Herunterregulierung von MAC-3 in Makrophagen und Mikrogliazellen.  
 
Tab.  16 Zusammenfassung der anti-MAC-3 Ergebnisse 
Angabe als Mittelwert ± SEM, + Einheit 1/mm2 gilt für lCC, R215, # Einheit % gilt für mCC, R265, M: Threshold Moments, Y: 
Threshold Yen, †Kruskal-Wallis-Test 
Versuchsgruppen Kontrolle 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2]+ [%]# 
Cup/Veh 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2]+ [%]# 
Cup/Laq 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2]+ [%]# 
P 
lCC, R215 0,30 ± 0,30 417,10 ± 77,66 0,82 ± 0,55 <0,0001† 
mCC, R265 M 15,21 ± 0,88 98,13 ± 0,41 19,11 ± 0,92 <0,0001† 
mCC, R265 Y 0,21 ± 0,02 70,54 ± 4,44 0,34 ± 0,06 <0,0001† 
 
In Abb. 24 C, D wurde der immunhistochemische Nachweis von MAC-3 im Frontalschnitt im 
mCC der Region 265 der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe dargestellt. Zur 
Bestimmung der anti-MAC-3 Färbeintensität wurde der Threshold „Yen“  (Abb. 24 D, Tab. 16) 
Abb. 23 Immunhistochemischer Nachweis von IBA1 in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe in Region 
215 und Region 265. 
A Anti-IBA1 Färbung in repräsentativen Ausschnitten des lCC im Frontalschnitt der Kontroll- [TN456], Cup/Veh- [TN465] und 
Cup/Laq-Gruppe [TN480], Region 215. Die Pfeilspitzen markieren IBA1+-Zellen im lCC der Cup/Veh-Gruppe. B Grafische 
Darstellung der Dichte an IBA1+-Zellen [1/mm2] im lCC der drei Versuchsgruppen, Region 215. Die Unterschiede zwischen den 
Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von einem Dunns-Test auf statistische Signifikanz geprüft; ***p 
= 0,0001 für Ko vs. Cup/Veh und **p = 0,0096 für Cup/Veh vs. Cup/Laq. C Anti-IBA1 Färbung in repräsentativen Ausschnitten 
des mCC im Frontalschnitt der Kontroll- [TN458], Cup/Veh- [TN461] und Cup/Laq-Gruppe [TN467], Region 265. D Grafische 
Darstellung der Dichte an IBA1+-Zellen [1/mm2] im mCC der drei Versuchsgruppen, Region 265. Die Unterschiede zwischen 
den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von einem Dunns-Test auf statistische Signifikanz geprüft; 
**p = 0,0013 für Ko vs. Cup/Veh und **p = 0,0013 für Cup/Veh vs. Cup/Laq. 
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und der Threshold „Moments“  (Tab. 16) angewendet. Die weitere Beschreibung der 
Ergebnisse bezieht sich auf den Threshold „Yen“. In Kontrollschnitten wurden fast keine MAC-
3+-Zellen im mCC festgestellt und eine anti-MAC-3 Färbeintensität von 0,21 ± 0,02 [%] 
bestimmt (Abb. 24 C, D). In Schnitten der Cup/Veh-Gruppe wurde eine starke anti-MAC-3 
Färbeintensität von 70,54 ± 4,44 [%] bestimmt (Abb. 24  C, D). In Schnitten der Cup/Laq-
Gruppe zeigte sich eine sehr geringe anti-MAC-3 Färbeintensität von 0,34 ± 0,06 [%]. Diese 
war vergleichbar mit der anti-MAC-3  Färbeintensität des mCC der Kontrollgruppe  (Abb. 24 C, 
D). Abb. 24 D stellt die Ergebnisse der MAC-3 Flächenbestimmung [%] grafisch dar. Der 
Kruskal-Wallis-Test zeigte einen signifikanten Unterschied (****p < 0,0001) zwischen den drei 
Versuchsgruppen.   
Zusammenfassend verhinderte die Laquinimod-Gabe eine durch Cuprizone-induzierte 
Hochregulierung von MAC-3 in Makrophagen und Mikrogliazellen. Eine reduzierte Mikrogliose 
durch Laquinimod wurde somit bestätigt. Im nächsten Versuch wurde untersucht, ob diese 
reduzierte Mikrogliose durch Laquinimod in Form von reduzierter TSPO-Expression in vivo im 








3.1.5 TSPO-Expression Messung im PET-CT 
 
Zur in-vivo Bestimmung der aktivierten Mikrogliazellen und Astrozyten wurde die TSPO-
Expression [kBq/cc] im mCC und lCC der Versuchstiere bestimmt. In Abb. 25 A sind die 
gemittelten PET-CT Aufnahmen der Versuchstiere auf koronaren Schnittbildern eines MRI 
Atlas projiziert. Die obere Reihe zeigt die Höhe der vorderen Kommissur und die untere Reihe 
die Höhe des rostralen Hippocampus. Es zeigte sich eine deutlich erhöhte Traceraufnahme im 
mCC und lCC der Cup/Veh-Gruppe, jedoch nicht in der Cup/Laq-Gruppe. Tab. 17 zeigt die 
Mittelwerte der TSPO-Expression der R215 und R265. Es zeigte sich eine deutlich erhöhte 
Traceraufnahme in der Cup/Veh-Gruppe; die Traceraufnahme der Kontroll- und Cup/Laq-
Gruppe sind vergleichbar niedrig.  
 
Tab.  17 Zusammenfassung der TSPO-Expression 
Angabe als Mittelwert ± SEM,  Einheit kBq/cc, † Kruskal-Wallis-Test  
Versuchsgruppen Kontrolle 
Mittelwert ± SEM 
[kBq/cc] 
Cup/Veh 
Mittelwert ± SEM 
[kBq/cc] 
Cup/Laq 
Mittelwert ± SEM 
[kBq/cc] 
P 
TSPO, R215, lCC 
TSPO, R265, mCC 
141,6 ± 14,46 
193,0 ± 13,84 
274,3 ± 26,35 
332,9 ± 46,36 
164,1 ± 3,95 




Abb. 25 B stellt die [18F]-GE-180 Expression im lCC der R215 der Versuchsgruppen grafisch 
dar. Im Kruskal-Wallis-Test wurde ein signifikanter Unterschied (**p = 0,0066) zwischen den 
Versuchsgruppen bestimmt. Abb. 25 C stellt die [18F]-GE-180 Expression im mCC der R265 der 
Versuchsgruppen grafisch dar. Die statistische Auswertung zeigte einen signifikanten 
Unterschied (*p = 0,0242) zwischen den Versuchsgruppen.   
Abb. 24 Immunhistochemischer Nachweis von MAC-3 in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe in Region 
215 und Region 265. 
A Anti-MAC-3 Färbung in repräsentativen Ausschnitten des lCC im Frontalschnitt der Kontroll- [TN456], Cup/Veh- [TN472] 
und Cup/Laq-Gruppe [TN468], Region 215. Die Pfeilspitzen markieren MAC-3+-Zellen im lCC der Cup/Veh-Gruppe. B Grafische 
Darstellung der Dichte an MAC-3+-Zellen [1/mm2] im lCC der drei Versuchsgruppen, Region 215. Die Unterschiede zwischen 
den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von einem Dunns-Test auf statistische Signifikanz geprüft; 
***p = 0,0003 für Ko vs. Cup/Veh und Cup/Veh vs. Cup/Laq. C Anti-MAC-3 Färbung in repräsentativen Ausschnitten des mCC 
im Frontalschnitt der Kontroll- [TN459], Cup/Veh- [TN465] und Cup/Laq-Gruppe [TN479], Region 265. D Grafische Darstellung 
der Dichte an MAC-3+-Zellen [1/mm2] mit dem Threshold Yen im mCC der drei Versuchsgruppen, Region 265. Die 
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von einem Dunns-Test auf 




Zusammenfassend wurde in diesem Versuch eine durch Laquinimod reduzierte Mikrogliose 
und Astrozytose in-vivo im PET-CT dargestellt. Die Ergebnisse des Kapitels 3.1 zeigen deutlich, 
dass Laquinimod die Cuprizone-induzierte Myelinpathologie und Mikrogliose reduziert. Im 
nächsten Schritt wurde untersucht, ob dieser neuroprotektive Effekt auf den Untergang von 
Oligodendrozyten und die Aktivierung von Mikrogliazellen sekundär zur Reduktion von 
perivaskulärer Inflammation und Immunzellrekrutierung führt.  
  
Abb. 25 Expression von [18F]-GE-180 im PET-CT in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe. 
A Koronare PET-CT Aufnahmen der [18F]-GE-180 Expression in der Kontroll-, Cup/Veh- und Cup/Laq-Gruppe. Die obere Reihe 
zeigt die PET-CT Aufnahmen der Region 215, die untere Reihe zeigt die PET-CT Aufnahmen der Region 265. Die Skala zeigt an 
welcher Farbton welcher TSPO-Expression in [kBq/cc] entspricht. B Grafische Darstellung der TSPO-Expression der drei 
Versuchsgruppen im lCC der Region 215. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-
Test, gefolgt von einem Dunns-Test auf statistische Signifikanz geprüft; *p = 0,0243 für Ko vs. Cup/Veh und p = 0,1184, nicht 
signifikant für Cup/Veh vs. Cup/Laq. C Grafische Darstellung der TSPO-Expression der drei Versuchsgruppen im mCC der 
Region 265. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von einem Dunns-




3.2 Vergleich der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Versuchsgruppe  
 
In diesem Abschnitt der Arbeit wurde untersucht, ob der neuroprotektive Effekt von 
Laquinimod im Cuprizone-Modell in verminderter sekundärer Rekrutierung von peripheren 
Immunzellen in das Telencephalon resultiert. Hierfür wiederholten wir den oben 
beschriebenen Tierversuch und immunisierten Gruppe D und E zu Beginn der sechsten 
Versuchswoche mit dem MOG35-55 Peptid. Im ersten Abschnitt werden die klinischen 
Symptome und der Inflammationsindex des Rückenmarks der Versuchstiere der zwei Gruppen 
verglichen. Im zweiten Teil werden die PVCs in der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe im 
Telencephalon mit Hilfe der H.E. Färbung verglichen. Im letzten Teil wird die Einwanderung 
von peripheren Immunzellen mit dem immunhistochemischen Nachweis von CD4 untersucht.  
 
3.2.1 Vergleich der klinischen Symptome   
 
In diesem Schritt wurde der Symptombeginn der Versuchstiere, der kumulative klinische Score 
und der maximale klinische Score der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe verglichen (Abb. 
26 A, B, C, D). Bruck et al. zeigten, dass Laquinimod immunsuppressiv wirkt (Bruck and 
Wegner, 2011). Wenn die klinischen Symptome der CupEAE/Laq-Gruppe sich deutlich von 
denen der CupEAE/Veh-Gruppe unterscheiden würden, wäre dies ein Hinweis dafür, dass die 
immunsuppressive Wirkung von Laquinimod die EAE-Immunisierung gehemmt hat und somit 
eine reduzierte aktive Immunreaktion in der CupEAE/Laq-Gruppe entstand. In diesem Fall 
würde eine verminderte Anzahl an PVCs im Vorderhirn durch die gehemmte Immunisierung 
verursacht worden sein und nicht durch eine verminderte sekundäre Rekrutierung von 
Immunzellen bei deutlich reduzierter Neurodegeneration. Dieser immunsuppressive Effekt 
von Laquinimod sollte mit der verzögerten EAE-Immunisierung der Versuchstiere zwei 
Wochen nach Absetzten des Laquinimods vermieden werden.  
In der Abb. 26 wurden die EAE-Scores beider Versuchsgruppen mit jeweils n = 5 
Versuchstieren dargestellt. In Abb. 26 A sind die Mittelwerte der jeweiligen Scores der 
Versuchsgruppen aufgetragen. In schwarz sind die klinischen Scores der CupEAE/Veh-Gruppe 
und in rot die Scores der CupEAE/Laq-Gruppe dargestellt. Es zeigte sich eine ähnliche 
Entwicklung der klinischen Symptome (Abb. 26 A). In Abb. 26 B ist dargestellt, wann der erste 
Symptombeginn eines Versuchstiers in der jeweiligen Gruppe war. Es ergab sich ein Wert von 
12,2 ± 0,6633 Tagen für die CupEAE/Veh-Gruppe und 12,4 ± 0,6000 Tagen für die CupEAE/Laq-
Gruppe. Die statistische Auswertung zeigte keinen eindeutigen Unterschied (p = 0,8730) 
zwischen den zwei Versuchsgruppen (Abb. 26 B, Tab. 18). 
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Tab.  18 Vergleich der klinischen Symptome 
Angabe als Mittelwert ± SEM, ‡Mann-Whitney-Test  
Versuchsgruppen CupEAE/Veh 
Mittelwert ± SEM 
CupEAE/Laq 
Mittelwert ± SEM 
P 
Symptombeginn 12,2 ± 0,6633 12,4 ± 0,6000 0,8730‡ 
Kum. klinischer Score 
Max. klinischer Score 
7,4 ± 2,6430 
2,6 ± 0,4848 
6,2 ± 2,3960 




Abb. 26 C zeigt den kumulativen klinischen Score der Versuchstiere innerhalb einer Gruppe. 
Der kumulative klinische Score der CupEAE/Veh-Gruppe betrug 7,4 ± 2,6430 sowie 6,2 ± 
2,3960 für die CupEAE/Laq-Gruppe. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich keine statistische 
Signifikanz (p = 0,5952) zwischen den zwei Versuchsgruppen (Tab. 18). Der Vergleich des 
maximalen klinischen Scores innerhalb einer Versuchsgruppe ist in Abb. 26 D dargestellt. 
Dafür wurden die maximalen klinischen Scores der zehn Versuchstiere am Ende des Versuchs 
gemittelt und gegeneinander aufgetragen. Der maximale Score der CupEAE/Veh-Gruppe lag 
bei 2,60 ± 0,4848 und für die CupEAE/Laq-Gruppe bei 1,90 ± 0,5339. Im Mann-Whitney-Test 
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,4683) zwischen den Versuchsgruppen (Tab. 
18).   
Zusammenfassend zeigten die statistischen Auswertungen, dass die klinische Symptomatik 
der Versuchstiere nicht relevant durch Laquinimod beeinflusst wurde. Es zeigte sich, dass die 
EAE-Immunisierung eine vergleichbare aktive Immunreaktion in der CupEAE/Veh- und 
CupEAE/Laq-Gruppe hervorrief. Folglich wurde vermutet, dass der immunsuppressive Effekt 
von Laquinimod so gering war, dass die EAE-Immunisierung in CupEAE/Laq-Versuchstieren 
nicht gehemmt wurde. Im nächsten Schritt wurde nochmals die potenzielle 
immunsuppressive Wirkung von Laquinimod untersucht, indem die durch Laquinimod 












Abb. 26 Vergleich der klinischen Symptome der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe. 
A Entwicklung der klinischen Scores der CupEAE/Veh- (schwarz) und CupEAE/Laq-Gruppe (rot). Die Mittelwerte der 
Versuchstiere (n = 5) aus jeder Gruppe sind an den jeweiligen Tagen dargestellt. B Grafische Darstellung des ersten 
Symptombeginns von Versuchstieren jeder Gruppe. Der Unterschied zwischen den zwei Versuchsgruppen wurde mittels 
Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; p = 0,8730 für CupEAE/Veh vs. CupEAE/Laq C Grafische Darstellung 
des Vergleichs der kumulativen klinischen Scores der Tiere einer Gruppe. Der Unterschied zwischen den zwei 
Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; p = 0,5952 für CupEAE/Veh vs. 
CupEAE/Laq. D Grafische Darstellung des Vergleichs des maximalen klinischen Scores innerhalb der Versuchsgruppen. Der 
Unterschied zwischen den zwei Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; p = 
0,4683 für CupEAE/Veh vs. CupEAE/Laq.  
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3.2.2  Inflammationsindex im Rückenmark  
 
In diesem Schritt wurde untersucht, ob die immunsuppressive Wirkung von Laquinimod die 
aktive Immunantwort nach EAE-Immunisierung gehemmt hat und somit zu reduzierter 
inflammatorischer Demyelinisierung im Rückenmark der CupEAE/Laq-Gruppe geführt hat. 
Aufgrund der vergleichbaren klinischen Symptomentwicklung (Kapitels 3.2.1) vermuteten wir, 
dass Laquinimod zu keiner deutlichen Reduktion an inflammatorischer Demyelinisierung im 
Rückenmark der CupEAE/Laq-Gruppe geführt hat. Zur Messung des Inflammationsindex im 
Rückenmarkt wurde die Fläche der inflammatorischen Läsionen durch die Fläche der weißen 
Substanz im Rückenmark geteilt.  
In Abb. 27 A ist das Rückenmark eines Versuchstiers der CupEAE/Veh-Gruppe dargestellt. Es 
zeigten sich vermehrt inflammatorische Läsionen am Rand der weißen Substanz. Abb. 27 B 
zeigt das Rückenmark eines Versuchstiers der CupEAE/Laq-Gruppe. Hier zeigten sich 
vereinzelte inflammatorische Läsionen am Rand der weißen Substanz. Der Vergleich des 
Inflammationsindex der zwei Versuchsgruppen ist in Abb. 27 C grafisch dargestellt. Im 
Durchschnitt zeigte sich ein Inflammationsindex von 9,13 ± 2,7990 [%] für die CupEAE/Veh-
Gruppe vs. 3,20 ± 1,7360 [%] für die CupEAE/Laq-Gruppe. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich 
kein signifikanter Unterschied (p = 0,0892) zwischen den zwei Versuchsgruppen (Tab. 19).    
 
Tab.  19 Inflammationsindex des Rückenmarks 
Angabe als Mittelwert ± SEM, Einheit %, ‡ Mann-Whitney Test  
Versuchsgruppen CupEAE/Veh 
Mittelwert ± SEM 
[%] 
CupEAE/Laq 
Mittelwert ± SEM 
[%] 
P 
Inflammationsindex  9,13 ± 2,7990 3,20 ± 1,7360 0,0892‡ 
 
In Übereinstimmung mit der vergleichbaren aktiven Immunreaktion zwischen der 
CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe (Kapitel 3.2.1) zeigte sich kein signifikanter 
Unterschied der inflammatorischen Läsionen im Rückenmark der CupEAE/Veh- und 
CupEAE/Laq-Gruppe. Diese Ergebnisse unterstützen die Vermutung, dass Laquinimod in 
unserem Versuchsaufbau nicht relevant immunsuppressiv gewirkt hat um die Immunreaktion 
nach EAE-Immunisierung zu hemmen und die Immunreaktion im Rückenmark der 
Versuchstiere zu reduzieren. Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die durch Laquinimod 
verminderte Cuprizone-induzierte Myelinpathologie und Mikrogliose sekundär zur Reduktion 




3.2.3 H.E. Färbung  
 
In diesem Schritt wurde untersucht, ob der neuroprotektive Effekt von Laquinimod auf 
Cuprizone-induzierte Oligodendrozytenapoptose und Mikrogliose sekundär zur Reduktion an 
perivaskulärer Inflammation im Telencephalon der CupEAE/Laq-Gruppe führt. Um die 
perivaskuläre Inflammation im Telencephalon der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe zu 
vergleichen, wurden die PVCs der zwei Versuchsgruppen quantifiziert.  
In Abb. 28 A, B, C wurde die Region 215 dargestellt. Die Lokalisation eines PVC wurde mit 
einem schwarzen Punkt gekennzeichnet.  Abb. 28 A zeigt die Verteilung aller PVCs der 
CupEAE/Veh-Tiere in einer Grafik vereint (AnzahlPVC = 16). In Abb. 28 B ist die Summe und 
Verteilung aller PVCs der CupEAE/Laq-Gruppe dargestellt (AnzahlPVC = 1). Die Mittelwerte der 
PVCs in CupEAE/Veh- (3,3 ± 1,0200) und CupEAE/Laq-Gruppe (0,20 ± 0,2000) sind in Abb. 28 
C grafisch dargestellt. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (*p = 
0,0159) zwischen den beiden Versuchsgruppen (Tab. 20).  
  
CupEAE/Laq CupEAE/Veh 
Abb. 27 Inflammationsindex des Rückenmarks der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe. 
A LFB/PAS Färbung eines Horizontalschnitts des Rückenmarks der CupEAE/Veh-Gruppe [TN486]. B LFB/PAS Färbung eines 
Horizontalschnitts des Rückenmarks der CupEAE/Laq-Gruppe [TN493]. C Vergleich des Inflammationsindex der beiden 
Gruppen. Der Unterschied zwischen den zwei Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz 




Tab.  20 Zusammenfassung der PVC Quantifizierung 
Angabe als Mittelwert ± SEM, ‡Mann-Whitney-Test  
Versuchsgruppen CupEAE/Veh 
Mittelwert ± SEM 
CupEAE/Laq 
Mittelwert ± SEM 
P 
PVC, R215 3,3 ± 1,0200 0,2 ± 0,2000 0,0159‡ 
PVC, R265 3,4 ± 1,6910 0,4 ± 0,2449 0,0476‡ 
 
In der Abb. 28 D, E, F sind die Ergebnisse der Region 265 dargestellt. Abb. 28 D zeigt die 
Verteilung aller PVCs der CupEAE/Veh-Gruppe in einem H.E. Schnitt summiert (AnzahlPVC =  
16). Die Quantifizierung und Verteilung aller PVCs der CupEAE/Laq-Gruppe ist in Abb. 28 E 
dargestellt (AnzahlPVC = 2). Die Mittelwerte der PVCs in CupEAE/Veh- (3,4 ± 1,6910) und 
CupEAE/Laq-Tieren (0,40 ± 0,2449) sind in Abb. 28 F dargestellt. Im Mann-Whitney-Test zeigte 
sich ein signifikanter Unterschied (*p = 0,0476) zwischen den zwei Versuchsgruppen (Tab. 20). 
Zusammenfassend wurde mit dieser Färbung gezeigt, dass Laquinimod deutlich die sekundäre 
Immunzellrekrutierung in den perivaskulären Raum im Telencephalon hemmt. In Kombination 
mit den Ergebnissen von Kapitel 3.2.1 und 3.2.2 zeigte sich, dass diese verminderte 
Inflammation sehr wahrscheinlich nicht durch den immunsuppressiven Effekt von Laquinimod 
hervorgerufen wurde, sondern die neuroprotektive Wirkung von Laquinimod auf die 
Myelinpathologie und Mikrogliose zur Reduktion von Immunzellrekrutierung geführt hat. Im 
nächsten Schritt wurde untersucht, ob Laquinimod die sekundäre Rekrutierung von CD4+-






Abb. 28 Vergleich der Anzahl an PVC in der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe in Region 215 und Region 265. 
A Verteilung der gesamten PVC der Region 215 der CupEAE/Veh-Gruppe [TN485-489]. Jeder schwarze Punkt markiert ein PVC. B 
Verteilung der gesamten PVC der Region 215 der CupEAE/Laq-Gruppe [TN490-494]. Jeder schwarze Punkt markiert ein PVC. C 
Grafische Darstellung der gemittelten Anzahl an PVC pro Tier beider Versuchsgruppen in Region 215. Der Unterschied zwischen 
den zwei Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; *p = 0,0159 für CupEAE/Veh vs. 
CupEAE/Laq. D Verteilung der gesamten PVC der Region 265 der CupEAE/Veh-Gruppe [TN485-489]. Jeder schwarze Punkt markiert 
ein PVC. E Verteilung der gesamten PVC der Region 265 der CupEAE/Laq-Gruppe [TN490-494]. Jeder schwarze Punkt markiert ein 
PVC. F Grafische Darstellung der gemittelten Anzahl an PVC pro Tier beider Versuchsgruppen in Region 265. Der Unterschied 
zwischen den zwei Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; *p = 0,0476 für 
CupEAE/Veh vs. CupEAE/Laq.  
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3.2.4 Anti-CD4 Färbung 
 
Mit der anti-CD4 Färbung wurde untersucht, ob die neuroprotektive Wirkung von Laquinimod 
auf Myelin und Mikrogliazellen sekundär zu verminderter Rekrutierung von CD4+-
Lymphozyten ins Telencephalon führt.  
In der CupEAE/Veh-Gruppe wurden eindeutige CD4+-Zellen im CC, Striatum, Kortex, Subkortex 
und gehäuft um PVC beobachtet (Abb. 29 A, C). In der CupEAE/Laq-Gruppe zeigten sich nur 
vereinzelte CD4+-Zellen im CC, Striatum, Kortex und Subkortex, sowie keine PVC (Abb. 29 A, 
C). In Abb. 29 B ist die Dichte der CD4+-Zellen im pScx der CupEAE/Veh- (9,75 ± 3,6910 
[1/mm2]) und CupEAE/Laq-Gruppe (1,69 ± 1,3310 [1/mm2]) dargestellt. Im Mann-Whitney-
Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (*p = 0,0317) zwischen den zwei 
Versuchsgruppen (Tab. 21). Die Dichte der CD4+-Zellen im mCC der CupEAE/Veh- (172,6 ± 
23,4400 [1/mm2]) und CupEAE/Laq-Gruppe (4,56 ± 3,7890 [1/mm2]) ist grafisch in Abb. 29 D 
dargestellt. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (**p = 0,0079) 
zwischen den zwei Versuchsgruppen (Tab. 21). 
 
Tab.  21 Quantifizierung der CD4+-Lymphozyten 
Angabe als Mittelwert ± SEM, Einheit 1/mm2, ‡Mann-Whitney Test  
Versuchsgruppen CupEAE/Veh 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2] 
CupEAE/Laq 
Mittelwert ± SEM 
[1/mm2] 
P 
mCC, R215 172,6 ± 23,4400 4,56 ± 3,7890 0,0079‡ 
pScx, R215 9,75 ± 3,6910 1,69 ± 1,3310 0,0317‡ 
mCC, R265 185,40 ± 21,5200 10,02 ± 5,0680 0,0079‡ 









Abb. 29 Sekundäre Rekrutierung von CD4+-Lymphozyten ins Telencephalon der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-
Gruppe in Region 215. 
A Anti-CD4 Färbung des pScx im Frontalschnitt der CupEAE/Veh- [TN485] und CupEAE/Laq-Gruppe [TN491]. Die Pfeilspitzen 
markieren CD4+-Lymphozyten. B Grafische Darstellung der Anzahl an CD4+-Zellen/mm2 im pScx. Der Unterschied zwischen 
den zwei Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; *p = 0,0317 für 
CupEAE/Veh vs. CupEAE/Laq. C Anti-CD4 Färbung des mCC im Frontalschnitt der CupEAE/Veh- [TN485] und CupEAE/Laq-
Gruppe [TN491]. B Grafische Darstellung der Anzahl an CD4+-Zellen/mm2 im mCC. Der Unterschied zwischen den zwei 
Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; **p = 0,0079 für CupEAE/Veh vs. 
CupEAE/Laq.   
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Die Dichte der CD4+-Zellen im mCC und im pScx der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe 
der Region 265 ist in Abb. 30 A, B, C, D dargestellt. Die Grafik in Abb. 30 B zeigt die Dichte an 
CD4+-Zellen im pScx der CupEAE/Veh- (18,44 ± 11,3700 [1/mm2]) und CupEAE/Laq-Gruppe 
(1,11 ± 1,1120 [1/mm2]). Im Mann-Whitney-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied (*p 
= 0,0159) zwischen den zwei Versuchsgruppen (Tab. 21). Abb. 30 D stellt die Dichte an CD4+-
Zellen im mCC der CupEAE/Veh- (185,40 ± 21,5200 [1/mm2]) und CupEAE/Laq-Gruppe (10,02 
± 5,0680 [1/mm2]) grafisch dar. Im Mann-Whitney-Test zeigte sich ein deutlicher Unterschied 
(**p = 0,0079) zwischen den Versuchsgruppen (Tab. 21).   
Dieser Versuch zeigte, dass Laquinimod eindeutig die sekundäre Rekrutierung von CD4+-
Lymphozyten ins Telencephalon hemmt. Die neuroprotektive Wirkung von Laquinimod auf 
Myelin und Mikrogliazellen, führte sekundär zu weniger Immunzellrekrutierung. Des Weiteren 























Abb. 30 Sekundäre Rekrutierung von peripheren CD4+-Lymphozyten ins Telencephalon der CupEAE/Veh- und 
CupEAE/Laq-Gruppe in Region 265. 
A Anti-CD4 Färbung des pScx im Frontalschnitt der CupEAE/Veh- [TN488] und CupEAE/Laq-Gruppe [TN493]. B Grafische 
Darstellung der Anzahl an CD4+-Zellen/mm2 im pScx. Die Pfeilspitzen markieren CD4+-Lymphozyten. Der Unterschied zwischen 
den zwei Versuchsgruppen wurde mittels Mann-Whitney-Test auf statistische Signifikanz geprüft; *p = 0,0159 für 
CupEAE/Veh vs. CupEAE/Laq. C Anti-CD4 Färbung des mCC im Frontalschnitt der CupEAE/Veh- [TN488] und CupEAE/Laq-
Gruppe [TN493]. B Grafische Darstellung der Anzahl an CD4+-Zellen/mm2 im mCC. Der Unterschied zwischen den zwei 










Im folgenden Kapitel werden zunächst die Ergebnisse dieser Dissertation unter Einbezug der 
aktuellen Literatur diskutiert und im zweiten Teil die Einschränkungen der Methodik 
aufgeführt.  
 
4.1  Einfluss der Laquinimod-Behandlung auf Neurodegeneration und 
Inflammation  
 
Unsere Arbeitsgruppe und andere Forschungsgruppen zeigten, dass primäre 
Oligodendrozytendegeneration periphere Immunzellen ins Telencephalon von MOG-
immunisierten Mäusen triggern kann (Scheld et al., 2016, Baxi et al., 2015, Ruther et al., 2017). 
In diesem Versuch sollte nun untersucht werden, ob eine durch Laquinimod reduzierte 




Der Pathomechanismus, der zum Cuprizone-induzierten Untergang von Oligodendrozyten 
und somit zu Demyelinisierung führt, ist nicht vollständig verstanden (Venturini, 1973). Es wird 
vermutet, dass Cuprizone kupferabhängige Enzyme in Mitochondrien inhibiert, ein 
Ungleichgewicht im Energiemetabolismus entsteht und es somit zur Apoptose von 
Oligodendrozyten kommt (Torkildsen et al., 2008, Kipp et al., 2009).  
Vorherige Untersuchungen zeigten, dass Laquinimod einen neuroprotektiven Effekt auf 
Oligodendrozyten hat. Eine durch Cuprizone-verursachte toxische Demyelinisierung konnte 
mit der Laquinimod-Behandlung vermindert werden (Bruck et al., 2012, Kramann et al., 2016).  
Diese Ergebnisse wurden in dieser Dissertation bestätigt. Es zeigte sich, dass Laquinimod die 
Demyelinisierung fast vollständig inhibiert und der Myelinisierungsgrad der Cup/Laq-Gruppe 
vergleichbar mit der Kontrollgruppe ist.  Der Myelinisierungsgrad wurde im nächsten Schritt 
mit einer Färbung gegen das Myelinprotein PLP nochmals bestimmt. Auch hier zeigte sich, 
dass eine durch Cuprizone-induzierte metabolische Zerstörung von Oligodendrozyten durch 
Laquinimod verhindert werden konnte.  
Kramann et al. und Bruck et al. vermuten, dass der neuroprotektive Effekt von Laquinimod im 
Cuprizone-Modell durch eine reduzierte Aktivierung des NF-kB Signalwegs in Astrozyten 
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hervorgerufen wird. In aktiven MS Läsionen kommt es zur Aktivierung des NF-kB Signalwegs 
in Oligodendrozyten, Astrozyten, Mikrogliazellen und einwandernden Makrophagen (Bonetti 
et al., 1999). Die Aktivierung des NF-kB Signalwegs spielt auch beim Cuprizone-induzierten 
Untergang von Oligodendrozyten eine große Rolle (Raasch et al., 2011). Eine Laquinimod-
Behandlung von isolierten Mausastrozyten in vitro führte zu einer nicht Toll-like-Rezeptor 
abhängigen, reduzierten Aktivierung des NF-kB Signalwegs (Bruck et al., 2012, Kramann et al., 
2016). Durch die Reduktion des astrozytären NF-kB-Signalwegs zeigte sich eine geringere 
Cuprizone-induzierte Demyelinisierung in Mäusen mit Laquinimod-Behandlung. Die durch 
Laquinimod verursachte Regulierung der astrozytären, pro-inflammatorischen Signalwege 
könnte ein Grund für die protektiven Effekte von Laquinimod auf Myelin und Axone sein 
(Bruck et al., 2012). Bis heute gibt es keinen Therapieansatz gegen den Untergang von 
Oligodendrozyten bzw. für den Erhalt von Oligodendrozyten und der dazugehörigen 
Myelinscheide. Die Mehrzahl der medikamentösen MS Therapien wirken auf die autoimmune 
Komponente von MS und sind deshalb im Cuprizone-Modell nicht wirksam (Yakimov et al., 
2019). Kramann et al., Bruck et al. und unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass Laquinimod einen 
anti-inflammatorischen Effekt auf gehirnintrinsische Vorgänge hat und somit eine neue 




Die Funktion von Mikrogliazellen im ZNS wird kontrovers diskutiert. Nimmerjahn et al. zeigten, 
dass Mikrogliazellen auch im ruhenden Zustand stetig eine Überwachung ihrer 
Mikroumgebung durchführen und somit für ein physiologisch gesundes ZNS wesentlich sind 
(Nimmerjahn et al., 2005). Weiter konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen im aktivierten 
Zustand durch die Expressionsinduktion von Proteasen, Zytokinen und freien Radikalen 
toxisch auf Neurone wirken (Glass et al., 2010).  
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine Laquinimod-Behandlung zu deutlich 
reduzierter Mikrogliaaktivierung im CC führt und somit ein potenziell neuroprotektiver Effekt 
entsteht. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit Studien von Bruck et al., Kramann et al., Mishra 
et al. und Kaye et al. (Bruck et al., 2012, Kramann et al., 2016, Mishra et al., 2014, Kaye et al., 
2016). Mishra et al. zeigte weiter, dass das Ausmaß der Mikrogliaaktivierung in Zellkulturen 
von der Laquinimoddosis abhängt. Je höher die Dosierung von Laquinimod auf die 
Mikrogliazellen, desto weniger Mikrogliaaktivierung wurde beobachtet. Die Produktion von 
Zytokin TNF-α nach Aktivierung von menschlichen oder Maus-Mikrogliazellen mit 
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Lipopolysaccharid wurde durch Laquinimod signifikant abgeschwächt (Mishra et al., 2014). 
Zusammenfassend führte eine Laquinimod-Behandlung zu einer Umwandlung von pro-
inflammatorischen Mikrogliazellen (M1) in anti-inflammatorische Mikrogliazellen (M2) (De 
Kleijn and Martens, 2020).   
Im nächsten Schritt konnte mittels einer linearen Regressionsanalyse gezeigt werden, dass 
eine positive Relation zwischen dem Myelinisierungsgrad und der Mikrogliaaktivierung 
besteht. Schnitte aus der Cup/Veh-Gruppe, die mit einem hohen Score (LFB) gestaged wurden, 
korrelierten mit einer hohen Dichte an Mikrogliaaktivierung (IBA1). Daraus resultierte primär 
eine neuroprotektive Wirkung von Laquinimod auf das Myelin und die Mikrogliazellen. Eine 
geringere Demyelinisierung könnte in diesem Fall die verringerte Mikrogliaaktivierung 
provozieren oder eine reduzierte Mikrogliaaktivierung zu einem höheren Myelinisierungsgrad 
führen.  
Durch die Färbung gegen MAC-3 konnte bestätigt werden, dass es sich bei den Mikrogliazellen 
um aktivierte Zellen handelt. In der Cup/Laq-Gruppe konnte die Aktivierung von 
Mikrogliazellen durch die Laquinimod-Behandlung minimiert werden. Bruck et al. 
veröffentlichte ebenfalls eine eindeutig reduzierte aktivierte Mikrogliazelldichte zwischen der 
Cup/Laq- und Cup/Veh-Gruppe (Bruck et al., 2012).  
 
4.1.3 TSPO-Expression im PET-CT 
 
Der neuroprotektive Effekt von Laquinimod konnte zusätzlich in vivo mit der Bestimmung des 
TSPO Tracers [18F]-GE-180 im PET-CT dargestellt werden. Welche ZNS Zelltypen in MS 
Patienten TSPO exprimieren, ist noch unklar. Präklinische Studien zeigten, dass TSPO von 
Mikrogliazellen exprimiert wird und folglich eine Erhöhung der TSPO-Expression einer 
Mikrogliaaktivierung entspricht (Abourbeh et al., 2012, Mattner et al., 2013). Unsere 
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es im Cuprizone-Modell zu einer erhöhten Expression von 
TSPO in Mikrogliazellen und zusätzlich in Astrozyten kommt (Nack et al., 2019). Die 
Laquinimod-Behandlung konnte die Expression von TSPO und damit die Aktivierung von 
Mikrogliazellen und/oder Astrozyten in vivo signifikant vermindern. Eine erhöhte Expression 
von TSPO kennzeichnet zwar pro-inflammatorische Zelltypen, jedoch ist diese pro-
inflammatorische Umgebung nicht immer mit einer Neurodegeneration assoziiert (Beckers et 
al., 2018).   
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4.1.4 Klinische Symptome und Inflammationsindex im Rückenmark  
 
Im nächsten Schritt zeigte sich, dass der kumulative klinische Score, der Krankheitsbeginn, der 
maximale klinische Score und der Inflammationsindex im Rückenmark der Versuchstiere nicht 
wesentlich durch Laquinimod modifiziert wurden. Laquinimod könnte durch seinen 
immunsuppressiven Effekt zu einer abgeschwächten EAE-Immunisierung führen. Wäre dies 
der Fall, würde die eindeutig reduzierte Immunzellrekrutierung ins Telencephalon (Kapitel 
3.2.4) durch die unterdrückte EAE-Immunisierung hervorgerufen werden. Dieser 
immunsuppressive Effekt von Laquinimod auf die EAE-Immunisierung sollte jedoch durch den 
Versuchsaufbau reduziert werden. Durch die Beendigung der Laquinimod-Behandlung zwei 
Wochen vor der EAE-Induktion wurde vermutet, dass die Laquinimoddosis im Körper gering 
genug war, um nicht immunsuppressiv auf die EAE-Immunisierung zu wirken. Des Weiteren 
zeigte Brunmark et al., dass Laquinimod die Anzahl an T- und B-Zellen in Milzgewebe von 
immunisierten Mäusen erhöht und folglich im Gegensatz zu Dexamethason nicht allgemein 
immunsuppressiv, sondern immunmodulatorisch wirkt (Brunmark et al., 2002).  
Die Ergebnisse der klinischen Symptome und des Inflammationsindex im Rückenmark in der 
CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe erscheinen zuerst widersprüchlich im Vergleich zu 
vorherigen Studien (Yang et al., 2004, Thone et al., 2012, Aharoni et al., 2012). In dieser Studie 
sollte jedoch durch die verzögerte Induktion der EAE zwei Wochen nach Ende der Laquinimod-
Gabe die immunsuppressive Wirkung von Laquinimod verhindert werden. Comi et al. zeigten, 
dass eine sehr hohe Dosis von Laquinimod verabreicht werden muss, um die volle 
immunsuppressive Wirkung zu erreichen (Comi et al., 2008). Eine Studie von Brunmark et al. 
untersuchte die Pharmakokinetik von Laquinimod in weiblichen SJL/N Mäusen. Bei einer 
Dosierung von 5 mg/kg zeigte sich eine maximale Plasmakonzentration von 26 µmol/l. Nach 
20 h wurde eine Plasmakonzentration von < 1 µmol/l gemessen, woraus eine geringe 
Halbwertszeit von Laquinimod resultiert (Brunmark et al., 2002, Bruck and Wegner, 2011). 
Diese pharmakokinetischen Ergebnisse lassen sich jedoch nicht direkt auf das vorliegende 
Experiment übertragen, da in dieser Arbeit eine höhere Laquinimod Dosis (25 mg/kg) 
verwendet wurde. Wie Abb. 26 C zeigt, ist der kumulative klinische Score der CupEAE/Laq-
Gruppe geringer im Vergleich zur CupEAE/Veh-Gruppe; statistische Signifikanz (p = 0,5952) 
wurde jedoch nicht erreicht. Es könnten zu wenige Versuchstiere in den Versuch 
eingeschlossen worden sein, um festzustellen, ob Laquinimod die anti-MOG Immunantwort 
unterdrückt.  
Zusammenfassend kann ein geringer immunsuppressiver Effekt von Laquinimod nicht 
ausgeschlossen werden. Allerdings würde ein potenziell geringer immunsuppressiver Effekt 
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von Laquinimod nicht die eindeutig reduzierte Immunzellrekrutierung ins Telencephalon und 
somit neuroprotektive Wirkung von Laquinimod im Telencephalon erklären (Nedelcu et al., 
2019). 
 
4.1.5 Perivaskuläre Inflammation und Rekrutierung von Immunzellen 
 
Im letzten Teil unseres Versuchs wurde eine deutliche Reduktion an PVCs im Telencephalon 
und signifikante Hemmung von sekundärer CD4+-Immunzellrekrutierung durch eine 
Laquinimod-Behandlung im Cup/EAE-Versuch gezeigt. Aufgrund der vergleichbar aktiven 
Immunreaktion (Kapitel 3.2.1 und Kapitel 3.2.2) in der CupEAE/Veh- und CupEAE/Laq-Gruppe 
nach EAE-Immunisierung, wird von einem minimalen immunsuppressiven Effekt von 
Laquinimod ausgegangen, welcher nicht zur Unterdrückung der EAE-Immunisierung geführt 
hat. Unsere Arbeitsgruppe vermutet, dass die verminderte Immunzellrekrutierung (Kapitel 
3.2.4) nicht durch die Hemmung der EAE-Immunisierung, sondern sekundär durch eine 
reduzierte Triggerung von Immunzellen aufgrund der Neuroprotektion durch Laquinimod 
hervorgerufen wurde. Somit zeigte sich, dass die durch Laquinimod verursachte 
Neuroprotektion im Cuprizone-Modell sekundär zu weniger perivaskulären Infiltraten und 
reduzierter Immunzellrekrutierung ins Telencephalon von MOG-immunisierten Mäusen 
führte. Dieses Ergebnis stützt die „Inside-Out-Hypothese“ und zeigt einen direkten 
Zusammenhang zwischen Neurodegeneration und Inflammation im MS Pathomechanismus.  
In akuten und chronischen EAE Versuchen zeigte sich eine deutlich reduzierte Inflammation 
durch Laquinimod (Brunmark et al., 2002, Wegner et al., 2010, Jolivel et al., 2013, Schulze-
Topphoff et al., 2012, Kaye et al., 2016, Moore et al., 2013). In akuten EAE Versuchen führte 
eine Laquinimod-Behandlung nach MOG Induktion zu einer Aufhebung des klinischen Scores 
von bis zu 91,4 % sowie zu einer signifikanten Reduktion an eingewanderten CD4+-, CD8+- und 
CD45+-Immunzellen ins ZNS. In chronischen EAE Stadien (klinischer Score > 4) konnte die 
Laquinimod-Behandlung eine Verschlimmerung der EAE Symptomatik verhindern (Brunmark 
et al., 2002, Jolivel et al., 2013, Varrin-Doyer et al., 2016).  
Schulze-Topphoff et al. zeigten weiter, dass eine Laquinimod-Behandlung die Bildung von Typ 
II Monozyten und Typ II dendritischen Zellen fördert, welche eine proinflammatorische T-Zell 
Immunantwort unterdrücken können (Schulze-Topphoff et al., 2012). Gurevich et al. 
veröffentlichten eine detaillierte Genanalyse über den Einfluss von Laquinimod auf 
dendritische Zellen in MS Patienten und zeigten eine Herunterregulierung von MHC Klasse-II 
Antigen präsentierenden Genen durch Laquinimod (Gurevich et al., 2010). Jolivel et al. zeigte 
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eine verminderte Chemokinproduktion von menschlichen dendritischen Zellen mit 
Laquinimod-Behandlung. Die Inhibierung des NF-kB Weges könnte für die veränderte Reifung 
von dendritischen Zellen verantwortlich sein (Jolivel et al., 2013). Toubi et al. zeigten eine 
durch Laquinimod verursachte Hochregulierung von CD25+-B-Zellen in in-vitro Zellkulturen 
von MS-Patienten (Toubi et al., 2012). Regulatorische B-Zellen können eine Hemmung von 
CD4+-T-Zellproliferation induzieren (Kessel et al., 2012). Dies könnte einen Teil des 
immunmodulatorischen Mechanismus von Laquinimod darstellen.  
Weitere Studien untersuchten den Mechanismus der antiinflammatorischen Wirkung von 
Laquinimod und zeigten, dass eine Laquinimod-Behandlung zur Reduktion von Th1- und Th17-
proinflammatorischen Immunantworten, zur Herunterregulierung von „very late antigen 4“ 
(VLA 4) Integrinen und zur Verschiebung der Zytokinausschüttung zu Gunsten von Th2/Th3 
Interleukinen IL-4, IL-10 und TGF-β führt. Diese anti-inflammatorischen Mechanismen 
könnten der Grund für die verminderte Migration von Immunzellen ins ZNS sein (Zou et al., 
2002, Brunmark et al., 2002, Yang et al., 2004, Wegner et al., 2010, Aharoni et al., 2012, Jolivel 
et al., 2013).  
Eine Studie von Thone et al. zeigte, dass in Blutproben von MS Patienten mit Laquinimod-
Behandlung eine vermehrte Produktion von „brain-derived neurotrophic factor“ (BDNF) 
stattfindet (Thone et al., 2012). Die gleiche Arbeitsgruppe beobachtete, dass es bei Mäusen 
mit fehlendem BDNF zu erhöhtem axonalen Schaden und stärkeren klinischen Symptomen bei 
chronischer EAE kommt. Weiter führte die Injektion von T-Zellen mit hoher BDNF-Expression 
zu einer milderen EAE Symptomatik und direkter Schonung von Axonen (Linker et al., 2010). 
Aharoni et al. zeigten eine signifikant erhöhte Expression von BDNF in Laquinimod-
behandelten Mäusen im chronischen EAE Stadium. Die Expression von BDNF wurde im 
chronischen EAE Stadium deutlich (20 % - 50 %) reduziert. In Laquinimod-behandelten 
Mäusen entsprach die BDNF-Expression der von Kontrolltieren (Aharoni et al., 2012).   
Für die Entwicklung von Therapiestrategien ist es höchst relevant, den Zusammenhang 
zwischen Neurodegeneration und Inflammation zu verstehen. Frischer et al. zeigten, dass 
während progressiver MS Stadien T- und B-Zellen im ZNS Parenchym zu finden sind und die 
Dichte dieser T- und B-Zellen mit dem Ausmaß an demyelinisierenden Läsionen und axonalem 
Schaden korreliert (Frischer et al., 2009). Wenn Inflammation zu Neurodegeneration 
(„Outside-In-Hypothese“) führt, ist eine antiinflammatorische Therapie die beste Wahl, um 
das Fortschreiten von Hirnläsionen zu verlangsamen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen 
jedoch das Gegenteil: eine Reduktion an gehirnintrinsischen neurodegenerativen Vorgängen 
führte sekundär zu verminderter Inflammation im ZNS („Inside-Out-Hypothese“).  
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4.1.6 Remyelinisierung  
 
Remyelinisierung ist ein komplexer biologischer Vorgang, der Axone vor Neurodegeneration 
schützt (Franklin and Kotter, 2008, Verden and Macklin, 2016). Frühe neuropathologische 
Studien zeigten, dass Remyelinisierung in unterschiedlichem Ausmaß nach vorangegangener 
Demyelinisierung in MS Patienten stattfindet (Rodriguez and Scheithauer, 1994). Durch die 
Untersuchung von Autopsien konnte Remyelinisierung in jedem Alter und während jedem 
Krankheitsstadium von MS gezeigt werden (Chang et al., 2012). Es ist jedoch noch nicht 
verstanden, warum bei manchen Patienten Remyelinisierung stattfindet und bei anderen 
ausbleibt. In der Studie unserer Arbeitsgruppe wurde das Remyelinisierungspotenzial von 
Laquinimod untersucht. Es zeigte sich eine signifikant stärkere anti-PLP und anti-MAG 
Färbeintensität im Vergleich zur Cup/Veh-Gruppe. Diese Studie zeigte, dass Laquinimod einen 
positiven Effekt auf Cuprizone-induzierte Demyelinisierung hat, Remyelinisierung fördert und 
sich positiv auf die Differenzierung von Oligodendrozyten Progenitor Zellen auswirkt 
(Nyamoya et al., 2019). 
 
4.1.7 Klinische Studien von Laquinimod  
 
Es zeigte sich, dass die klassischen immunmodulatorischen Medikamente in PPMS nicht 
wirkungsvoll sind, da Autoimmunität eine geringere Rolle spielt (Hawker et al., 2009, Lublin et 
al., 2016). Auch wenn in den Phase III Studien in RRMS nicht alle primären Endpunkte erreicht 
wurden, könnten die immunologischen Effekte von Laquinimod in Patienten mit PPMS 
wirksam sein. Im Einklang mit den Studien von Kramann et al., Bruck et al., Thone et al. und 
Ziemssen et al. (Ziemssen et al., 2017) zeigte unsere Studie, dass Laquinimod einen 
neuroprotektiven Effekt auf gehirnintrinsische Vorgänge hat und folglich ähnlich wie 
Siponimod (Kappos et al., 2018) einen therapeutischen Nutzen für Patienten mit PPMS und 
SPMS haben könnte (Bruck et al., 2012, Thone et al., 2012, Kramann et al., 2016, Nedelcu et 
al., 2019).  
In der ALLEGRO und BRAVO Studie zeigte sich, dass der Effekt von Laquinimod auf die 
Progression der Erkrankung im Vergleich zu anderen DMTs größer ist als Phase II Studien 
erwarten ließen (Comi et al., 2012, Vollmer et al., 2014, Polman et al., 2005, Comi et al., 2008). 
Unsere Arbeitsgruppe vermutet, dass dieser neuroprotektive Effekt von Laquinimod 
(Reduktion der Gehirnatrophie) sekundär zu der reduzierten Inflammation führte. Im 
Gegensatz dazu wurde in der Phase II Studie ARPEGGIO, die als erste Studie den Effekt von 
Laquinimod auf PPMS untersuchte, der primäre Endpunkt, die Minimierung der 
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Gehirnatrophie, nicht erreicht. Es wurde jedoch eine 60-prozentige Reduktion an T2-
gewichteten neuen fokalen Läsionen bestimmt (Giovannoni et al., 2020).  
In der CONCERTO Studie konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf das Fortschreiten 
der Behinderung nach drei Monaten zwischen der Laquinimod- und Placebogruppe gezeigt 
werden. Damit verfehlte die Studie Ihren primären Endpunkt. Andererseits zeigte die Studie, 
dass eine Laquinimod-Therapie den Verlust von Gehirnvolumen und die Schubrate signifikant 
reduziert (G Comi, 2017). Aufgrund der widersprüchlichen Ergebnisse, unzureichender 
Effektivität sowie möglicher teratogener und maligner Nebenwirkungen wurde Laquinimod 
2014 nicht von dem „Committee for Medicinal Products for Human Use“ (CHMP) zugelassen 
(Biernacki et al., 2020). In präklinischen Studien gibt es jedoch eindeutige Hinweise auf den 
neuroprotektiven Effekt von Laquinimod. Dies könnte eine weitere Forschung an Laquinimod 
rechtfertigen (Ruffini et al., 2013, Varrin-Doyer et al., 2014, Thone and Linker, 2016).  
 
4.2 Methodik  
 
4.2.1 Einschränkung der MS Forschung und Ihrer Tiermodelle  
 
Aufgrund der etablierten Diagnosekriterien (Thompson et al., 2018) und maximaler Invasivität 
werden bei MS Patienten selten Hirnbiopsien der Läsionen durchgeführt. In wenigen Fällen 
werden Biopsien entnommen, um Differentialdiagnosen wie andere demyelinisierende 
Erkrankungen, Tumore, Vaskulitiden oder virale Infektionen auszuschließen. Trotz jahrelanger 
Forschung ist es noch nicht gelungen, einen diagnostischen Test oder einen verlässlichen 
Biomarker für MS zu entwickeln (Disanto et al., 2010). Folglich kommt es häufig zu 
Fehldiagnosen (Solomon et al., 2016). Aufgrund der geringen Stichproben an MS Gewebe 
stehen der MS Forschung nur wenige, unvollständige Biopsien zur Grundlagenforschung zur 
Verfügung (Kuhlmann et al., 2008). Des Weiteren hat die MS Forschung aufgrund von strengen 
Vorschriften nur eingeschränkten Zugang zu den wenigen MS Biopsien. Daraus ergibt sich die 
Notwendigkeit zur Verwendung von präklinischen Modellen zur Erforschung der 
grundlegenden Pathomechanismen von MS.  
Dafür stehen in der MS Forschung in-vitro Verfahren, wie tierische oder menschliche 
Zellkulturen aus Embryonen oder Autopsien sowie in-vivo Verfahren, wie (1) autoimmun, (2) 
viral oder (3) toxisch induzierte demyelinisierende Tiermodelle zur Verfügung (Naik and 
Cucullo, 2012, van der Star et al., 2012, Kipp et al., 2012a). 
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Aufgrund der Heterogenität von MS ist es nicht möglich, alle ätiologischen, genetischen, 
klinischen und radiologischen Merkmale in einem Tiermodell zu vereinen (Steinman and 
Zamvil, 2006, Denic et al., 2011, Procaccini et al., 2015). In Tiermodellen wird die 
Demyelinisierung über einen Zeitraum von drei bis sechs Wochen induziert. Im Gegensatz 
dazu sind die Ursachen, die in MS zu Demyelinisierung und Neurodegeneration führen, viel 
komplexer (Oksenberg and Barcellos, 2005, Handel et al., 2010, Westerlind et al., 2014). Im 
Tiermodell treten die klinischen Symptome meist Tage bis Wochen nach Induktion der 
Erkrankung auf. Bei MS Erkrankten können die ersten ZNS Pathologien Jahre vor dem ersten 
Symptom auftreten (Procaccini et al., 2015). Daraus resultierend kann durch ein Tiermodell 
nur ein kleiner Teilaspekt dieser heterogenen Erkrankung untersucht werden und die Wahl 
des Tiermodells ist direkt von der Forschungsfrage abhängig.  
(1) Die EAE wurde vor über 70 Jahren entdeckt und ist bis heute das am weitesten verbreitete 
Tiermodell in der MS Forschung. Durch vielversprechende Ergebnisse in EAE Experimenten 
konnten drei immunmodulatorische Medikamente, (i) Glatirameracetat, (ii) Mitoxantron und 
(iii) Natalizumab in klinischen MS Studien getestet werden und bilden heute drei der 
wichtigsten Therapien für MS Patienten (Steinman and Zamvil, 2006). Außerdem führte die 
EAE dazu, dass der inflammatorische Aspekt der Erkrankung besser verstanden wurde. Für die 
Verwendung von EAE spricht, dass spezifische Antikörper gegen MOG, wie sie im EAE Modell 
gebildet werden, auch in MS Gewebe vorkommen (Raine et al., 1999). Andererseits gibt es 
Substanzen, die in EAE Experimenten zu vielsprechenden Ergebnissen geführt haben, jedoch 
in klinischen MS Studien keinen Effekt oder sogar negative Auswirkungen auf die Patienten 
hatten (Sriram and Steiner, 2005). Beispielsweise führte „altered peptide ligands“ (APL) in EAE 
Versuchen zur Reduktion von Krankheitsschüben und Rückbildung von Paralysen (Brocke et 
al., 1996). In klinischen Studien zeigte sich jedoch, dass die Anwendung zu lebensgefährlichen 
anaphylaktischen Reaktionen führen kann (Pedotti et al., 2001).  
(2) Für die Verwendung von Tiermodellen mit viraler Komponente gibt es zwei wesentliche 
Gründe. Erstens zeigten frühe epidemiologische Studien, dass eine genetische Prädisposition 
und eine virale Infektion im Kindesalter zu einer autoimmunen Reaktion gegen ZNS Gewebe 
führen kann (Dal Canto and Lipton, 1977, Poser, 1986). Zweitens kommt es im viralen 
Tiermodell, wie auch vermutlich im MS Pathomechanismus, zu einer autoimmunen Reaktion 
gegen ZNS Gewebe, die viral getriggert wird (Handel et al., 2010). Das am häufigsten 
verwendete virale Modell ist das Theiler-Murin-Enzephalomyelitis-Virus (TMEV) (Theiler, 
1934). Nelson et al. verglichen die Übertragbarkeit von Ergebnissen aus EAE und TMEV Studien 
auf klinische MS Studien. Es zeigte sich, dass in Bezug auf das Ansprechen der Therapie die 
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Ergebnisse der TMEV Experimente häufiger auf die klinischen MS Studien übertragen werden 
konnten (Nelson et al., 2004, Denic et al., 2011). Andererseits kann TMEV nur in Mäusen aber 
nicht im Menschen eine autoimmune Demyelinisierung hervorrufen. Also stellt sich die Frage, 
ob ein nicht humanpathogenes Modell zur Forschung einer humanen Erkrankung genutzt 
werden sollte (Procaccini et al., 2015)? 
(3) Die toxisch induzierte Demyelinisierung im Cuprizone- und Lysophosphatidylcholin (LPC)-
Modell entsteht durch eine Degeneration von Oligodendrozyten anstatt durch einen direkten 
Angriff auf die Myelinscheide. In diesen Tiermodellen können die gehirnintrinsischen 
Vorgänge ohne autoimmunen Einfluss untersucht werden (Blakemore and Franklin, 2008, 
Skripuletz et al., 2008). Für die Verwendung dieser Tiermodelle spricht, dass es in manchen 
MS Läsionen, wie in diesen Tiermodellen, zu primärer nicht autoimmunvermittelter Apoptose 
von Oligodendrozyten kommt. Lucchinetti et al. untersuchten die Gehirnläsionen von über 50 
MS Biopsien und publizierten eine detaillierte histologische Klassifikation. In Läsionstyp III und 
IV zeigte sich eine primäre Oligodendrozytenapoptose, die vermutlich Toxin vermittelt oder 
viral ausgelöst wird. Lucchinetti et al. zeigten weiter, dass Typ III Läsionen am häufigsten in 
frühen MS Läsionen, etwa zwei Monate nach Krankheitsbeginn, zu finden sind (Lucchinetti et 
al., 2000).  Torkildsen et al. beschrieben die Ähnlichkeit der histopathologischen 
Neurodegeneration im Cuprizone-Modell und in Typ III Läsionen (Torkildsen et al., 2008). Die 
biochemischen Prozesse, die zum Untergang von Oligodendrozyten im Cuprizone-Modell bzw. 
in MS Läsionen führen, sind jedoch noch nicht vollständig verstanden. Folglich lässt sich nicht 
beurteilen, ob der gleiche Pathomechanismus im Tiermodell und in MS Patienten zu 
Oligodendrozytenapoptose führt (Kipp et al., 2009).  
Um die gehirnintrinsische Degeneration und den autoimmunen Aspekt in einem Tiermodell 
zu vereinen, hat unsere Arbeitsgruppe das CupEAE-Modell entwickelt. Mit der Kombination 
dieser zwei etablierten Methoden zeigte unsere Arbeitsgruppe einen direkten Einfluss von 
Neurodegeneration auf das Ausmaß der Immunzelleinwanderung ins ZNS (Scheld et al., 2016, 
Nedelcu et al., 2019).  
Zusammenfassend gibt es bis heute trotz der genannten Einschränkungen keine vergleichbare 
Alternative zu Tiermodellen und die MS Forschung wird weiterhin von der Verwendung von 
Tiermodellen profitieren. Selbst wenn kein Tiermodell die verschiedenen Verläufe von MS 
imitieren kann, führen Tiermodelle zu einem besseren Verständnis der MS Pathogenese und 




4.2.2 Der Versuchsaufbau  
 
Im vorliegenden Versuch wurde eine Cuprizone-Intoxikation von drei Wochen angewendet, 
diese kann nicht eine jahrelange MS Erkrankung widerspiegeln. Im Versuch wurden kleine 
Kollektive an Versuchstieren (n = 10) gewählt. Um eine gezieltere Aussage über die Wirkung 
von Laquinimod zu treffen, muss das Medikament an größeren Fallzahlen getestet werden. 
Jedoch zeigten sich in unseren Versuchsgruppen homogene Ergebnisse, die auf eine größere 
Fallzahl übertragen werden könnten. Ein weiterer Störfaktor des Versuchs könnte die 
genetische Homogenität der Versuchstiere sein. Die Versuchstiere entstanden durch 
Inzuchtlinien, somit wurde unser Medikament nur an einem bestimmten Genpool getestet. 
Für diesen Genpool zeigte Laquinimod einen neuroprotektiven Effekt. Es stellt sich die Frage, 
ob der Effekt dieser homogenen Versuchsgruppe auf die heterogenen MS Patienten 
übertragen werden kann. 
 
4.2.3 Die Versuchsdurchführung  
 
Des Weiteren gibt es Fehlerquellen in der Versuchsdurchführung, die zu verfälschten 
Ergebnissen geführt haben könnten. Beispielsweise ist die Menge an Cuprizone, das von den 
Versuchstieren zu sich genommen wurde, variabel. Dadurch entstehen unterschiedlich starke 
Demyelinisierungen im ZNS. Weiter könnte das Scoring der Krankheitssymptome zu 
Ungenauigkeit geführt haben. Die einzelnen Scores liegen sehr nah beieinander und durch die 
subjektive Einschätzung könnten die Scores falsch zugeordnet worden sein. Durch das Scoring 
von zwei Beobachtern und die Bildung des Mittelwertes lässt sich diese Fehlerquelle 
reduzieren (Nedelcu et al., 2019). In unserem Versuch handelte es sich nicht um eine 
doppelblinde Studie. Da die Versuchsleiter wussten, welchen Versuchstieren Laquinimod oder 
Vehikel verabreicht wurde, können wir eine Verzerrung der Versuchsergebnisse nicht 
ausschließen. Die Bias kann jedoch nur während der Behandlung der Versuchstiere zu einer 
Verfälschung geführt haben, da nach der Euthanasie der Versuchstiere eine Verblindung der 
Gewebeschnitte stattgefunden hat. 
 
4.2.4  Die Auswertungsverfahren 
 
Die Ergebnisse der LFB/PAS und anti-IBA1 Färbung könnten aufgrund von subjektiven 
Auswertungsverfahren Ungenauigkeiten aufweisen (Vgl. Abb. 11, Abb. 12, Abb. 14 D, E, F). 
Abb. 20 B zeigt, dass alle Schnitte der Cup/Laq-Gruppe als stärker myelinisiert eingeteilt 
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wurden als die Kontrollschnitte. Dies spricht für den neuroprotektiven Effekt von Laquinimod. 
Abb. 23 D zeigt, dass bei der Beurteilung der Hirnschnitte der anit-IBA1 Färbung kein 
Unterschied zwischen der Kontroll- und der Cup/Laq-Gruppe resultierte. Im Gegensatz dazu 
wurden alle Schnitte aus der Cup/Veh-Gruppe visuell erkannt und mit einem Score zwischen 
2 und 4 bewertet (Cup/Veh 2,82 ± 0,23 vs. Cup/Laq 1,00 ± 0,00, ****p < 0,0001). Zur Reduktion 
der Subjektivität wurden die Daten verblindet und die Auswertung von zwei Untersuchern 




5 Zusammenfassung  
 
Hintergrund: Grundlegend für den Aufbau dieses Versuchs ist die „Inside-Out-Hypothese“. 
Diese beschreibt die Pathogenese von MS als einen primär neurodegenerativen Prozess, 
welcher sekundär zu Immunzellrekrutierung ins Telencephalon führt. In dieser Dissertation 
wurde die Wirkung von Laquinimod als potenzielle Therapie der MS getestet sowie der direkte 
Einfluss von abgeschwächter Neurodegeneration auf sekundäre Immunzellrekrutierung in 
einem neuartigen präklinischen Tiermodell untersucht.  
Arbeitshypothese: Der neuroprotektive Effekt von Laquinimod auf den Untergang von 
Oligodendrozyten und die Aktivierung von Mikrogliazellen führt sekundär zur Reduktion von 
perivaskulärer Inflammation, Immunzellrekrutierung und Fortschreiten der Hirnläsionen im 
CupEAE-Modell. 
Methoden: C57BL/6J Mäuse wurden mit Cuprizone intoxikiert, um Demyelinisierung und 
Mikrogliose im Telencephalon auszulösen. Zur Reduktion der Neurodegeneration wurde die 
Hälfte der Versuchstiere während der Cuprizone-Intoxikation mit Laquinimod (25 mg/kg) 
behandelt (Gruppe B, C). Im zweiten Teil des Versuchs wurde die Bildung von 
enzephalitogener T-Zellen aus peripheren lymphatischen Organen durch die Immunisierung 
der Mäuse mit MOG35-55 induziert (Gruppe D, E). Die Gehirne der Versuchstiere wurden 
histologisch aufgearbeitet und verglichen. 
Ergebnisse: Unsere Studie zeigte im ersten Schritt, dass Laquinimod als Immunmodulator eine 
neuroprotektive Wirkung auf Demyelinisierung und Mikrogliose hat. Diese Neuroprotektion 
führte sekundär zu deutlich verminderter Rekrutierung von peripheren Immunzellen ins 
Telencephalon.  
 
Schlussfolgerung: Zusammenfassend zeigte unsere Studie einen direkten Zusammenhang von 
verminderter neuro-intrinsischer Degeneration und reduzierter peripherer 
Immunzellrekrutierung, welcher die „Inside-Out-Hypothese“ stützt. Unsere Studie 
verdeutlicht den potenziellen Nutzen von neuroprotektiven Medikamenten und könnte die 
Entwicklung von Therapien, welche die gehirnintrinsische Entzündung (Mikroglia- und 
Astrozytenaktivierung) und Degeneration (Oligodendrozytenapoptose) reduzieren, fördern. 
Diese neuroprotektive Wirkung von Laquinimod könnte das Fortschreiten des neurologischen 
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